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RNA, acido ribonucleico, do inglés ribonucleic acid
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RESUMO
A etapa de producdo de petroleo é um dos segmentos da industria petroquimica com

maior potencial de impacto sobre 0 meio ambiente pelos riscos de derramentos de 6leo e a
geracdo de grandes volumes de residuos, em especial as aguas de producdo de petréleo.
Esse efluente possui constituicdo complexa e dentre outros aspectos, pode apresentar altas
concentragdes de metais que devem ser removidos pela formacgdo de inscrustacbes nas
tubulacdes das unidades de exploracdo (quando a agua € reinjetada) causando prejuizos
enormes. Dessa forma, a remocdo de metais, como Ba, Ca, Fe, Mg e Sr dessas aguas de
producdo é de grande relevancia. Neste trabalho, o método de decomposicéao por via Umida
assistida por micro-ondas e ultravioleta (MW-UV) foi primeiramente avaliado para a
decomposicdo das aguas de producdo provenientes da extracdo de petroleo para a
subsequente determinagdo de metais por espectrometria de emissdo dptica com plasma
indutivamente acoplado e apds foi feita a avaliacdo da remocao dos metais das amostras
utilizando processos de biorremediacdo. A decomposicdo das amostras por MW-UV foi
eficiente com, cerca de, 8 g de agua de producdo de petréleo, 0,8 mol L™! de HNOs e
0,4 mL de H2O> por 5 min de rampa e 10 min de aquecimento a 700 W. Apds tratamento
por MW-UV, o teor de carbono orgénico total em solucdo foi reduzido em
98, 80, 78 e 48% para as amostras A, B, C e D, respectivamente e a acidez residual foi
inferior a 0,41 mol L™! para todas as amostras. Para avaliar os processos de biorremediag&o
foram isolados 3 micro-organismos (duas bactérias e uma levedura) das amostras reias € as
bactérias isoladas foram utilizadas para os ensaios de remocdo de metais, juntamente com
Bacillus subtilis ATCC 6633 comercial que foi utilizado como referéncia. Para os ensaios
de remocdo, as condi¢bes otimizadas foram: tempo de 9 min e densidade Optica
em 600 nm de 1,08 abs para Fe e Mg e, tempo de 3 min e densidade Optica em 600 nm de
2,20 abs para Ca, Ba e Sr. Nessas condic¢des foram obtidas altas remocGes para Ba e Fe,
50,6 e 90,0%, respectivamente, em amostras sintéticas enquanto que para Ca, Mg e Sr
foram obtidas remocdes de 4,75, 4,95 e 14,7%, respectivamente. A aplicabilidade para as
amostras reais foi estudada e o comportamento do B. subtilis ATCC 6633 e dos
micro-organismos isolados foram semelhantes em funcdo das diferentes caracteristicas das
amostras (teor de carbono organico diferente). As remocdes obtidas para todos os analitos
nas amostras reais, principalmente para Ba e Fe, foram adequadas (remoc¢ao na ordem de
50 e 90% para Ba e Fe, respectivamente) para que o processo de biorremediacdo seja
utilizado de forma complementar aos tratamentos convencionais das aguas de producéo de
petréleo.

Palavras-chave: Aguas de producdo, MW-UV, metais, biorremediacao, Bacillus subtilis.
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ABSTRACT

The oil production stage is one of the segments of the petrochemical industry with
the greatest potential for impact on the environment due to the risks of oil spills and the
generation of large volumes of waste, especially produced waters from the crude oil
extraction. This effluent has a complex constitution and among other aspects, it can present
high concentrations of metals that should be removed due to the formation of precipitates
that can cause clogging of oil production lines and many damages. Thus, the removal of
metals, such as Ba, Ca, Fe, Mg and Sr from the produced water from crude oil extraction
is great relevance. A sample preparation method based on microwave-assisted ultraviolet
digestion (MW-UV) was evaluated for the first time to treat produced waters from crude
oil extraction for the subsequent determination of metals by inductively coupled plasma
optical emission spectrometry and after the evaluation of the removal of metals from the
samples was made using bioremediation processes. Digestion of samples by MW-UV was
efficient with about 8 g of produced water, 0.8 mol L™ of HNO3 and 0.4 mL of H,O; for
5 min of ramp and 10 min of heating at 700 W. Under these conditions, the TOC in solution
was reduced by 98, 80, 78 and 48% for samples A, B, C and D, respectively, and residual
acidity was lower than 0.41 mol L™* for all samples evaluated. For the bioremediation
studies, three microrganisms (two bacteria and one yeast) were isolated from the real
samples and bacteria were used for the metal removal tests together with commercial
Bacillus subtilis ATCC 6633, which was used as a reference. For the removal tests, the
optimized conditions were: time of 9 min and OD in 600 nm of 1.08 abs for Fe and Mg
and, time of 30 min and OD in 600 nm of 2.20 abs for Ca, Ba and Sr. Under these
conditions, high removals were obtained for Ba and Fe, 50.6 and 90.0%, respectively, in
synthetic solutions whereas for Ca, Mg and Sr removals of 4.75, 4.95 and 14.7% were
obtained, respectively. The applicability of bioremediation processes was studied and the
behavior of B. subtilis ATCC 6633 and the isolated microrganisms were similar due to the
different characteristics of the samples (different organic carbon content). The removals
obtained for all analytes, mainly for Ba and Fe (removals in the order of 50 and 90% for
Ba and Fe, respectively), were suitable for the bioremediation process to be used in a

complementary way to the conventional treatments of produced waters.

Keywords: Produced waters, MW-UV, metals, bioremediation and Bacillus subtilis.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, a inddstria do petréleo ainda tem grande importancia no contexto
energético, econdmico e estratégico de todo o mundo. O petroleo é uma das principais
fontes de energia utilizadas pela humanidade, fornecendo diversos bens de consumo
considerados indispensaveis, como a producdo de combustiveis como diesel, gasolina,
6leos lubrificantes, GLP, produtos quimicos, entre tantos outros. Entretanto, trata-se de um
dos setores com maior potencial de impacto sobre 0 meio ambiente, que causa diversos
problemas relacionados a exploracdo, tais como: riscos de acidentes e derramamentos de
6leo, degradacdo ambiental, desmatamentos e impactos sobre o ecossistema marinho e
terrestre, além dos impactos relacionados a queima de combustiveis obtidos a partir do
petroleo. A degradacdo do meio ambiente marinho pode ser resultado de diversas fontes,
tais como as de origem terrestre que contribuem com a poluicdo marinha e as atividades de
transporte maritimoe descarga no mar.*3

A exploracdo do petroleo € uma das etapas que mais gera impactos nos recursos
naturais sendo, as aguas de producdo de petroleo, o efluente gerado em maior volume
durante o seu processo de extracdo. A ocorréncia deste efluente se deve ao processo de
formacdo do reservatorio (agua de formacdo) e, ainda, as grandes quantidades de agua,
contendo aditivos quimicos, que podem ser injetadas no poc¢o para facilitar o escoamento
de 6leo. As &guas de producdo sdo consideradas como uma mistura complexa de compostos
organicos e inorganicos que podem estar dispersos e/ou dissolvidos. S&o encontrados, em
quantidades relativamente altas, ions, como por exemplo, Na*, CI-, Ca®*, Mg?*, K*, SO+,
Br,, HCOs e I".2 Estima-se que para um barril de petr6leo extraido sdo gerados trés barris
de &guas de producdo, o que caracteriza esse efluente como sedo o de maior volume gerado
durante a extracdo de petréleo e gas nas plataformas em plataforma maritma. Este efluente
pode ser descartado ou reciclado e reutilizado. A reciclagem das aguas de producédo
provenientes da extracdo de petroleo é uma alternativa promissora, especialmente para os
campos de producdo localizados em &reas com problemas de escassez de éagua.?®
No entanto, para que este efluente seja reciclado ou reutilizado, é necessario que alguns
contaminantes sejam removidos parcialmente ou totalmente.

Alguns elementos como Ba, Ca, Fe, Mg e Sr podem estar presentes nas aguas de
producdo e, estes elementos podem formar compostos pouco sollveis que causam
incrustacdes e 0 conseguinte entupimento das tubulagdes das linhas de producéo, causando
enormes prejuizos para a industria petrolifera. Desta forma, a determinacdo de metais nas
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aguas de producdo provenientes da extracdo do petrdleo € de extrema relevancia tanto para
fins de descarte deste residuo, a fim de evitar efeitos nocivos ao meio ambiente, como para
a sua reinjecdo, visando evitar os problemas relacionados a corroséo e entupimento das
linhas de produc&o.®

Atualmente, o tratamento dessas amostras de &guas de produgdo é feito com a
utilizacdo de flotadores, coalescedores, hidrociclones e filtros os quais sdo usados na
remocdo de solidos em suspensdo, Oleos disperso, biomassa bacteriana, hidrocarbonetos
volateis e gases corrosivos.® Em vista do elevador teor de dleo presente nas aguas de
producdo, no Brasil érgdos, como o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA),
através de resolucdo 393/2007, art. 5°, regulamentam o descarte desse efluente, que deve
obedecer a concentracio média aritmética simples mensal de 6leos e graxas até 29 mg L™,
com valor maximo diario de 42 mg L™.# Para a concentragio maxima de metais ndo ha
uma norma especifica para dguas de producdo de petroleo. Entretanto, a descarga desse
efluente segue a resolugdo 357/2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA) que estabelece os limites maximos para descarte de efluente de qualquer fonte
poluidora. Nesta resolugdo, encontram-se as concentragdes maximas de 5,0 e 15 mg L*
para Ba e Fe, respectivamente. Metais como Ca, Mg e Sr ndo possuem limites maximos
estabelecidos.” Requisitos regulamentares tornam-se mais rigorosos com relacdo a
descarga deste efluente pois a presenca de metais em efluentes industriais traz uma série
de problemas ambientais e de saude. Cabe destacar que a presenca de concentracdes
elevadas de metais nas amostras de dguas de producdo demonstra a dimensdo da poluicao
gerada pelo descarte incorreto desse efluente. Considerando o fato de que os organismos
marinhos estao habituados as baixas concentracdes de metais nas aguas do mar, a alteracéo
destes niveis, pelo descarte das adguas de producdo ao ambiente, pode acarretar danos
severos a biodiversidade.®

Paralelamente, varios processos vém sendo aplicados para a remocao de metais em
aguas de producdo, como colunas de troca ibnica, reducdo fotocatalitica, precipitacéo,
ultrafiltracdo, osmose reversa, entre outros. No entanto, estes processos podem levar a
remocgOes incompletas dos metais, producdo de contaminantes secundarios, alto gasto de
energia e alto custo de operacdo. Em vista disso, uma das alternativas que vem sendo
estudadas para a remocdo de metais em diversos tipos de efluentes é o emprego de
processos de biorremediagao os quais utilizam micro-organismos como efetivos sorventes.
A relevancia ambiental e o baixo custo agregam a este método uma grande potencialidade

de aplicacdo.t"®
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Para que seja avaliada a eficiéncia de remocdo de metais neste tipo de efluente é
necessario que seja feita uma etapa de caracterizagdo prévia visando a determinacdo de
metais. Para isto, é necessario utilizar médodos de preparo de amostras adequados tendo
em vista a presenca de carbono organico total (TOC) e a alta salinidade das amostras de
aguas de producdo o que torna um desafio a determinagdo de metais em niveis traco neste
tipo de matriz. Devido a isso, poucos estudos foram relatados na literatura até o momento
referente ao tratamento ou decomposicao deste tipo de amostra. Além disso, a presenca de
sOlidos suspensos pode causar diversos problemas na etapa de determinacéo,
principalmente quando séo utilizadas técnicas de introducdo de amostra por nebulizacdo
pneumatica, pois as particulas solidas podem intupir o sistema de introducdo e
consequentemente, danificar o equipamento ou obter reultados erroneos.*%3

Neste sentido, nos ultimos anos, a decomposicdo por MW-UV foi proposta
inicialmente para decomposicdo de amostras em solucdo. Este método tem se tornado
muito atrativo uma vez que a combinacdo da radiacdo micro-ondas com a radiacéo
ultravioleta pode reduzir o teor de carbono organico em solucdo, mesmo na presenca de
acidos diluidos, aumentando assim a eficiéncia de decomposicdo.'*° As reacdes de
foto-oxidacéo que ocorrem durante a decomposicdo de amostras, geralmente, sdo induzidas
via mecanismo radicalar. Dessa forma, a geragdo de radicais ‘OH, os quais possuem
elevado poder oxidante, promove a oxidacdo e a degradacdo das espécies organicas,
resultando na decomposicao quase que total das amostras.?® Cabe destacar que este método
de preparo de amostras ja foi aplicado para tratamento de aguas naturais visando reduzir o
teor de carbono organico em solucéo para posterior determinacéo de Pd'® ou para outros
tipos de amostras como petr6leo®®, coque de petrdleo'®, algas marinhas'’, chocolate®®,
margarina® e biodiesel??. Mas até o momento, ndo foram encontrados trabalhos na
literatura utilizando este método de preparo de amostras para tratamento de aguas de
producéo de petréleo.

Nesse sentido, o presente trabalho visou i) desenvolver um método de preparo de
amostras para decomposicdo de aguas de produgdo de petroleo visando a posterior
determinagdo de metais e ii) 0 uso de micro-organismos para a remoc¢ado de metais neste
tipo de amostra. No que se refere a0 metodo de preparo de amostras, devido a alta
salinidade, elevado teor de matéria organica e sélidos dissolvidos presentes nas aguas de
producéo obtidas da extracdo do petroleo, esta etapa envolve algumas dificuldades. Diante
disso, 0 método de decomposicao assistida por radiacdo micro-ondas combinada com a

radiacdo ultravioleta (MW-UV) foi avaliado pela primeira vez neste trabalho para a
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decomposicdo de aguas de produgdo para posterior determinacdo de metais por
espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES).
Foram avaliados os parametros que influenciam na decomposicao das amostras de aguas
de producéo, como as concentracdes de HNOs e volume de H20., poténcia da radiagdo
micro-ondas e tempo de aquecimento. Apos as otimiza¢des da MW-UV, a decomposicao
assistida por radiacdo micro-ondas (MW-AD) também foi feita nas mesmas condigdes para
fins de comparacdo. A eficiéncia da decomposicdo foi avaliada pela determinacdo da
concentracdo de C e pela acidez residual nas solugdes finais. A exatiddo do método foi
avaliada pela decomposi¢do de material de referéncia certificado de 4gua com alto teor de
sais e atraves de ensaios de recuperacao.

Cabe destacar que ndo foram encontrados trabalhos na literatura que utilizem
processos de biorremediacdo visando a remocgdo de metais em amostras de aguas de
producdo provenientes da extracdo de petroleo. Apds a caracterizacdo das amostras,
procedeu-se aos estudos com 0s micro-organismos para que estes fossem utilizados nos
processos de biorremediacdo. Para isso, as quatro amostras de aguas de producao foram
cultivadas em meio de cultivo adequado para crescimento e isolamento de
micro-organismos presentes nessas amostras e, portanto, adaptados ao meio. Estes
micro-organismos foram isolados e submetidos a identificacdo morfoldgica e molecular e,
apos foram submetidos a ensaios de sensibilidade para avaliar a tolerdncia em
concentracgdes crescentes de Ba, Ca, Fe, Mg e Sr.

Os processos de biorremediacdo foram estudados e foram avaliadas as melhores
condi¢des de interacdo dos micro-organismos com os metais (tempo de interacdo e
quantidade de micro-organismos) em meio pobre de nutrientes, similar as amostras de
aguas de producdo. Para calculos de balanco de massa, etapas de lavagem e etapa de
decomposicdo da biomassa de micro-organismos apés os ensaios de interacdo foram feitos
a fim de avaliar a concentragdo de metal internalizado ou fortemente aderido na parede
celular do micro-organismo. As melhores condi¢Ges encontradas para 0s ensaios de
biorremediacdo utilizando o micro-organismo Bacillus subtilis ATCC 6633 foram
aplicadas nas amostras reais de aguas de producdo. Apds, foram também aplicados os
micro-organismos isolados das amostras de aguas de producéo (denominados de A Sbhl e
A Sb 3) para avaliar a remocéo destes micro-organismos adaptados ao meio em solucao
sintética pobre de nutrientes e, também, nas amostras de &guas de producgéo. Por fim, foi
avaliada a aplicabilidade da remocdo pelos micro-organismos em solucGes

multielementares dos metais estudados.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AGUA DE PRODUCAO

Na industria petrolifera, durante a etapa de extracdo do petréleo, ha a geracdo de uma
enorme quantidade de residuos, sendo o de maior volume, as aguas de producgdo.® A
ocorréncia deste efluente se deve ao processo de formacdo do reservatorio (adgua de
formacdo) e, ainda, as grandes quantidades de agua, contendo aditivos quimicos, que
podem ser injetadas no pogo para facilitar o escoamento de 6leo. A dgua de formacao, que
representa significativamente a maior parte do volume de &gua de producdo de petrdleo,
refere-se a agua do mar ou agua doce que ha milhdes de anos foi aprisionada nos poros das
rochas sedimentares as quais sofreram deposicOes e soterramentos sedimentares. A agua
de formacédo também pode ser chamadade agua conata, pois pode estar presente em campos
de acumulacdo fosseis e de sistemas hidraulicos fechados, que desde o soterramento ndo
entrou novamente em contato com a superficie. As aguas de formacdo e as aguas de
producdo possuem caracteristicas diferentes da agua do mar ou de rios, uma vez que ao
longo do periodo de aprisionamento, acumularam sais, ions e outras substancias em que
estiveram em contato.>? E estimado que um campo de petréleo novo produz, em geral,
pouca agua, mas, a quantidade de agua produzida pode alcancar entre 50% e 100%
(em volume) & medida que os pocos vao envelhecendo.® Estima-se que para cada barril de
petroleo extraido, sdo gerados cerca de trés barris de agua de producdo, 0 que evidencia o
motivo pelo qual deve ser dada grande atencéo para este efluente.?

A agua de producdo proveniente da extracdo de petroleo € caracterizada por ser uma
mistura complexa de compostos organicos e inorganicos, dispersos e/ou dissolvidos.
Os constituintes quimicos desse efluente variam em fungéo do poco (idade e profundidade),
da formacédo geoldgica e, também, dos produtos quimicos adicionados na agua de injecéo.
Os hidrocarbonetos sdo 0s principais constituintes presentes na forma dispersa (goticulas
de 6leo), enquanto que na forma dissolvida encontram-se uma grande variedade de
compostos organicos (por exemplo, cetonas, acidos carboxilicos e fenois) e quantidades
relativamente elevadas de sais inorganicos. Alguns ions como Na*, CI-, Ba?*, Ca?*, Fe?",
Mg?*, K*, SO4%e Sr?* podem ser encontrados em concentragdes na ordem de mg L2

Estima-se que a agua de producgdo represente o maior volume de residuo gerado
durante a extracdo de petroleo e gas nas plataformas offshore, podendo ser descartada ou
reciclada e reutilizada. A reciclagem deste efluente ¢ uma alternativa promissora,
especialmente para os campos de producdo de petréleo localizados em &reas com
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problemas de escassez de agua. Tendo em vista o elevador teor de 6leo presente nas aguas
de producdo provenientes da extracdo de petrdleo, 6rgdos reguladores de diversos paises
estabeleceram limites maximos de 0Oleos e graxas (parametro indicado para mensurar a
quantidade de 6leo disperso presente na amostra). No Brasil, o0 Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA), através da resolucdo 393/2007, art. 5° regulamenta o descarte
desse tipo de efluente, que deve obedecer a concentracdo média aritmética simples mensal
de 6leos e graxas até 29 mg L, com valor méaximo diario de 42 mg L*. Os requisitos
regulamentares tornaram-se mais rigorosos com relacdo a descarga deste efluente, pois
alguns elementos sdo potencialmente carcinogénicos e/ou capazes de promover a sua
bioacumulagdo em seres vivos, em especial 0s componentes organicos.t

Com relacdo a concentracdo maxima permitida de metais, ndo ha uma norma
especifica para o descarte de aguas de producdo de provenientes da extracdo do petrdleo.
Em vista disso, a descarga deste efluente segue a resolugcdo 357/2005, do Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), que dispde sobre a classificagdo dos corpos de
agua e diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como estabelece as condicdes
e padrbes de lancamento de qualquer tipo de efluente. Os efluentes de qualquer fonte
poluidora somente poderao ser langados, direta ou indiretamente, nos corpos de agua, apos
o0 devido tratamento e desde que obedecam as condi¢Oes, padrbes e exigéncias dispostos
pela resolucdo. Dentre as exigéncias dessa resolucdo, estdo as concentragdes maximas de
metais permitidas, onde é possivel destacar as concentragdes maximas de 5,0 e 15 mg L*
para Ba e Fe, respectivamente. Metais como Ca, Mg e Sr ndo possuem limites maximos
permitidos.

Alguns elementos como Ba, Ca, Fe, Mg e Sr podem estar presentes nas aguas de
producdo e, estes elementos podem formar compostos pouco solGveis que causam
incrustacdes e o conseguinte entupimento das tubulagdes das linhas de producao. Esse fato
se torna mais critico quando a dgua de injecao for proveniente do mar pelo elevado teor de
sulfato. Além da formagéo de compostos pouco soliveis na forma de sulfatos, podem ser
formados compostos na forma de hidréxidos. Dentre os compostos pouco sollveis que
podem ser formados e levar ao entupimento das linhas de produgéo, destacam-se o
Ba(OH)2.8H20, BaSQa., Ca(OH)2, CaSQOs, Fe(OH)2, Fe(OH)s, Mg(OH)2 e SrSQO4, onde 0s
produtos de solubilidade sdo 2,55 x 10, 1,1 x 10, 6,5 x 10, 2,4 x 10, 7,9 x 1076,
1,6 x 105,61 x 102 3,2 x 107, respectivamente.>?* A ocorréncia de entupimentos nas
linhas de producéo acarreta em enormes prejuizos para a induastria petrolifera, o que torna

necessario evitar esse problema.
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Todos esses fatores reforcam a necessidade de fazer um tratamento nessas aguas de
producdo antes do descarte a fim de evitar efeitos nocivos que os aditivos quimicos
presentes nessas aguas possam ter sobre o meio ambiente. Além disso, no caso de as aguas
de producéo de petroleo serem reinjetadas, é necessario que estas sejam caracterizadas em
relacéo ao teor de alguns metais, como Ba, Ca, Fe, Mg e Sr, a fim de minimizar a formacéo
de compostos pouco soluveis e, consequentemente, inscrustacdes. Atualmente, as
tecnologias disponiveis para o tratamento dessas dguas de producdo de petroleo tém
melhoria significativa nos impactos ambientais causados, tanto devido as regulamentacdes
ambientais, quanto devido as iniciativas da propria inddstria quanto ao controle dos teores
de Gleos e graxas e concentracdo de metais presentes. Ainda assim, a eficacia dos
tratamentos depende de algumas caracteristicas como tipo do Oleo, viscosidade,
temperatura, pressdo, tipo do poco, salinidade da &gua, tamanho da gota de éleo, entre
outras.!?

O tratamento dessas dguas de producdo de petroleo consiste na remocéao de solidos
em suspensao, Oleos disperso, biomassa bacteriana, hidrocarbonetos volateis e gases
corrosivos, como CO> e H2S. Atualmente, flotadores, coalescedores, hidrociclones e filtros
sdo os principais equipamentos utilizados para seu tratamento onde as goticulas de éleo
presentes sdo separadas por centrifugas de alta velocidade e filtros membrana. Ainda,
alguns produtos quimicos podem ser adicionados ao processo de tratamento para melhorar
a eficiéncia da separacdo de Gleo/gas/agua. A combinacdo do tratamento mecanico e
quimico é eficaz na remogdo de compostos volateis e 6leos dispersos, mas é ineficaz na
remocéo de organicos dissolvidos e fons.® Estudos relatam algumas tecnologias voltadas
para a remocdo de metais pesados em diversos tipos de efluentes, como a precipitacdo
quimica, oxidacdo e reducdo, filtracdo, troca idnica, osmose reversa, entre outras.>”®
No entanto, estes processos podem levar a remogdes incompletas dos metais, producéo de
contaminantes secundarios, alto gasto de energia e alto custo de operacdo. Em vista disso,
varias tecnologias ou métodos alternativos tém sido propostos nos ultimos anos com o
objetivo de garantir uma melhoria na qualidade das aguas de producéo, tanto para descarte,
como para reinjecdo desse efluente para facilitar a extragdo de petréleo.®

Desta forma, devido a complexidade da matriz e dos efeitos indesejaveis de varios
constituintes presentes nas aguas de producédo torna-se de suma importancia desenvolver
métodos alternativos para a caracterizacdo e o tratamento dessas aguas para que se tomem
medidas adequadas frente aos riscos ambientais quando descartadas no meio ambiente ou

quando forem reinjetadas.
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2.2 METODOS DE PREPARO DE AMOSTRAS DE AGUAS DE PRODUQAO
PROVENIENTES DA EXTRAQAO DE PETROLEO

A etapa de preparo de amostras é considerada a mais critica entre todas as etapas
envolvidas na sequéncia analitica, podendo ser a etapa com maior custo, mais suscetivel a
erros por contaminacéo, perdas de analito por volatilazagdo, maior tempo de analise, entre
outros. Atualmente, a obtencéo de resultados com boa preciséo e exatiddo sdo alguns dos
desafios no desenvolvimento de métodos de preparo de amostras, em decorréncia de um
menor tempo possivel de analise, com minima manipulacdo da amostra a fim de evitar
contaminagdes e baixo consumo de reagentes, promovendo a menor geracdo de
residuos. 322

E importante mencionar que as técnicas que sdo usualmente empregadas para a
determinacdo de analitos em nivel traco, como a espectrometria de absorcdo atbmica com
chama (F AAS) e a espectrometria de emissdo optica com plasma indutivamente acoplado
(ICP-OES), por exemplo, séo técnicas que necessitam que a amostra esteja em solucdo para
introducdo na chama ou no ICP utilizando sistemas de nebulizacdo de amostra.
Adicionalmente, é sabido que a amostra na forma de solucdo apresenta maior
homogeneidade e, portanto, levando a obtencéo de resultados mais precisos e exatos.'*?°
Em vista disso, antes da determinagdo dos metais por técnicas analiticas com sistemas de
introducdo de amostras por nebulizacdo, as amostras devem ser submetidas a uma etapa
prévia de preparo a fim de remover toda a matéria organica suspensa e em solucéo. E sabido
que a presenca desses constituintes pode bloquear o sistema de nebulizagdo da amostra e
causar interferéncia devido a presenca de carbono.1%3

A presenca de carbono organico total (TOC) e a alta salinidade das amostras de aguas
de producdo sdo alguns dos desafios para a determinacdo de metais em niveis traco e,
devido a isso, poucos estudos foram relatados na literatura referente ao tratamento ou
decomposicéo deste tipo de amostra.

Alguns trabalhos publicados na literatura relatam a determinagdo de Cr?’, Pb?®, e V?°
em aguas de producdo por espectrometria de absorcdo atdbmica com aquecimento
eletrotérmico (ET AAS). Nestes trabalhos, as amostras foram previamente acidificadas
com HNOs 10% (v/v) para obter um pH final na faixa de 1,5 a 1,8 e introduzidas
diretamente no tudo de grafite. Além disso, Cr, Pb e V foram determinados pelo ET AAS
empregando calibracdo externa, onde as solucbes de referéncia foram preparadas em
0,8 mol L de NaCl. Os limites de quantificagdo (LOQs) foram 1,5, 5,0 e 6,3 mg L para

Cr, Pb e V, respectivamente. Inimeras vantagens sdo relacionadas com a analise direta das
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amostras, como 0 menor tempo de analise em vista da reducdo das etapas de preparo de
amostras, menores riscos de contaminagédo por manipulacdo das amostras, menor consumo
de reagentes e producéo de residuos, entre outros. No entanto, a falta de homogeneidade
da amostra e a presenca de materiais particulados podem comprometer a precisdo dos
resultados analiticos.*>?° E importante salientar também que, nesses trabalhos, apenas um
elemento foi determinado por vez, além de ter-se a necessidade de otimizar a técnica
analitica para a quantificacdo de cada analito e, ainda, foram utilizados diferentes
modificadores quimicos.?’°

Outro trabalho publicado na literatura relata a determinagéo de As, B, Ba, Mn e Sn
em amostra de agua de producdo proveniente do petr6leo bruto da Nigéria. As
determinaces dos analitos foram feitas utilizando um espectrofotdmetro de UV-vis. Para
isso, foi necessario otimizar a técnica analitica e realizar um procedimento de preparo de
amostras para a quantificacdo de cada analito, 0 que compromete a frequéncia analitica.
Para a determinacéo de As, foi necessario adicionar a 20 mL de amostra, solugdes de K,
HCI, azul de toluidina e acetato de sddio e estas foram deixadas em repouso por 2 min.
Apbs a etapa de repouso foi feita a determinacdo em espectrofotdmetro. Para a
determinacdo de B, o preparo das amostras envolveu procedimentos com 0s seguintes
reagentes: HaBO3, CsHgOg, ileto de azometila, CH3COONH4, CH3COOH glacial, EDTA e
C2H40.S. Apods a mistura desses reagentes, as solugdes foram deixadas em repouso por
30 min e, apds, procedeu-se com a determinacdo em espectrofotdmetro. Para os demais
metais, Mn, Sn e Ba, a determinacéo foi feita a partir da curva de calibragéo de cada analito.
As concentragdes encontradas para As, B, Mn, Sn e Ba foram de 0,9599, 0,0955, 0,000433,
0,31730 € 0,0019 mg L%, respectivamente. A concentragdo encontrada para As foi superior
a concentracdo maxima permitida pelos érgdos reguladores cujas concentracdes foram
baseados em um outro trabalho?, o que evidencia a necessidade de tratamento dessas
amostras de aguas de producdo provenientes do petréleo bruto do Delta do Niger para seu
descarte e/ou reutilizagéo, especialmente, para As.*

Hardi et al.®! avaliaram a determinac&o de metais de amostras de guas de producio
provenientes da extracdo de petréleo da Indonésia. O objetivo deste estudo foi comparar
os valores de concentracdo encontrados para os analitos com o0s valores maximos
permitidos pelo regulamento do governo da Indonésia. Para isso, as amostras de aguas de
producdo de petréleo foram filtradas e acidificadas com HNOz até pH 2,00 e,
posteriormente foi feita a determinacédo de As, Ba, B, Cd, Co, Fe, Cu, Pb, Mn, Se e Zn por

ICP-OES, Hg foi determinado por um analisador elementar e Cr foi determinado por
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espectrofotdmetria. Os autores concluiram que nas seis amostras analisadas, Ba, B e Se
estavam acima do valor maximo permitido para esse efluente ser classificado na classe |
(dgua potavel). Entretanto, para as classes Il (dguas usadas para infraestrutura de recreacéo,
cultivo de peixes, etc) e Il (dguas utilizadas para irrigacéo), apenas B estava acima do
limite permitido pelo regulamento do governo da Indonésia, 0 que evidencia uma
necessidade de tratamento dessas amostras de dguas de producdo de petr6leo para serem
reutilizadas com protecio das pessoas e do meio ambiente. 3

Neste sentido, nos ultimos anos alguns métodos de preparo de amostras tém sido
desenvolvidos para a decomposi¢cdo de amostras de &guas de producdo. Nesta revisao
bibliografica serdo abordados os métodos de preparo de amostra que ja foram descritos na

literatura para o preparo de dguas de producdo de petroleo.

2.2.1 Métodos de extracao

Atualmente, a necessidade de determinacdo de metais em amostras ambientais em
niveis traco vem sendo usualmente estudada, onde as técnicas analiticas mais utilizadas séo
a espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)%? ou a técnica
de ICP-OES®:. Entretanto, essas técnicas apresentam elevado custo de instalagdo e
manutencado e, em vista disso, a técnica de F AAS vem se mostrando como uma técnica
bastante difundida e aplicAvel em amostras previamente submetidas a processos de
pré-concentracao.3*%

Alguns métodos de preparo de amostras disponiveis na literatura para amostras
ambientais envolvem os métodos de extracdo, como a extracdo liquido-liquido®,
co-precipitacdo®’, microextracio®, extracio em fase sélida®® e extragdo em ponto nuvem*.
Estes métodos tém por principio a difusdo e/ou solubilizacdo dos analitos em um solvente
de extracdo adequado, como por exemplo a utilizacdo de solventes organicos.

O método de extracao liquido-liquido com base na complexacdo prévia do metal com
0 agente quelante pirrolidina-ditiocarbamato, o qual foi posteriormente extraido com
metilbutilcetona foi empregado por Doérea et al.** para extragio de metais em aguas de
producdo. As concentracGes de Co, Cu, Fe, K, Mn, Na, Ni, Pb e Zn foram determinadas na
fase organica por F AAS. Os resultados nas amostras de aguas de producao variaram de
0,003 a 4540 mg L. Dentre as desvantagens deste método de extracio destaca-se o tempo
de andlise e a utilizacdo de grandes volumes de solventes de alta pureza, além da geracéo

de residuos organicos.*?43

27



Nesse contexto, a extracdo em ponto nuvem é uma alternativa mais atrativa que a
extracdo liquido-liquido, por reduzir o uso de solventes e o tempo de analise.** Este método
se baseia no comportamento de fases de surfactantes em solucdo aquosa, 0s quais sdo
separados de fases ap6s o aumento de temperatura ou adicio de um agente quelante.*®
Bezerra et al.*® propds 0 método de extragdo em ponto nuvem para posterior determinagio
de Cd, Co, Cr e Mn em aguas de produc¢do. Os analitos foram removidos como complexos
de ditizona e a determinacdo dos mesmos foi feita por F AAS. A exatiddo do método foi
avaliada através de ensaios de fortificacdo e as recuperacdes obtidas foram na faixa de
88 a 109% para os analitos em amostras com salinidades de 40 a 63%.

Em ambos os estudos**%, o0 uso de solventes organicos pode ser considerado uma
desvantagem, pois estes podem ser toxicos e além disso, geram residuos passiveis de serem

tratados.

2.2.2 Métodos de decomposi¢ao por via imida assistida por radiacdo micro-ondas

Alguns fatores precisam ser levados em consideracdo quando se tratado
desenvolvimento de métodos de preparo de amostras, dentre estes fatores estdo o tempo
total de preparo, a eficiéncia de decomposicéo, o volume de reagentes utilizados, o nimero
de amostras que podem ser decompostas simultaneamente, entre outros. Os sistemas de
decomposicdo com aquecimento por radiacdo micro-ondas propiciam um aquecimento
mais rapido da solucdo quando comparados com 0s sistemas de aquecimento convencional.
Este aquecimento consiste na absorcdo da radiagdo micro-ondas gerada e incidida sob a
amostra liquida para que o aquecimento aconteca através de fenémenos sinérgicos, fazendo
com que a soluc&o entre em ebulico mais rapido.*>2

A decomposicdo por via Uumida assistida por radiacdo micro-ondas (MW-AD) é
baseada no aquecimento da amostra na presenca de acidos inorganicos oxidantes, uma
mistura de &cidos inorganicos oxidantes ou até mesmo uma mistura de um acido inorganico
oxidante com H20., dependendo da complexidade da matriz. Dentre os acidos inorganicos
oxidantes comumente utilizados, destaca-se 0 HNOs o qual é facilmente encontrado em
altos niveis de pureza, possui alto potencial oxidante e a maioria dos elementos quimicos
forma nitratos solGveis. E possivel obter digeridos adequados apés este método de preparo
de amostras que possibilita a introducdo das solu¢bes em uma ampla variedade de
equipamentos de determinacdo, os quais na maioria dos casos requerem que a amostra
esteja na forma de solucdo, livre de materiais particulados e possua baixos teores de
TOC.13’20’47
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Este método de decomposi¢do apresenta inimeras vantagens como a diminuicao de
riscos de contaminagédo, reducdo de perdas por volatilizagcdo, baixos teores de TOC,
obtencdo de adequados limites de quantificacdo, entre outros. Além das vantagens de
utilizar a MW-AD, cabe salientar que o uso de sistemas fechados possibilita atingir
elevadas pressfes, a qual ird consequentemente aumentar a temperatura de ebuligdo do
acido, proporcionando uma maior eficiéncia de decomposigio das amostras. 132047

Penha et al.*® avaliou a determinagdo de Co, Cr, Fe, Mn, Ni, Se e V em éaguas de
producdo de petréleo apds a MW-AD usando acido nitrico concentrado. Os metais foram
determinados por ICP-OES e os autores avaliaram o uso de padrdes internos (IS) na etapa
de determinacdo. Foi observado que para Ni ndo houve necessidade de usar IS, enquanto
que para Co, Cr, Fe, Mn e V foram obtidos melhores resultados usando Sc. Para Se, 0 uso
de Y como IS foi recomendado.*® No entanto, o uso de mais de um IS no mesmo método
é uma desvantagem, pois acaba sendo necessario o uso de condi¢cdes variaveis para a
determinacédo dos analitos. De acordo com os autores, as amostras utilizadas tinham uma
pequena quantidade de Oleo e, eles observaram uma alta eficiéncia de decomposicao devido
aos baixos niveis de teor de carbono residual (RCC). No entanto, o TOC presente nas
amostras originais néo foi reportado.

De maneira geral, a desvantagem observada no trabalho desenvolvido por
Penha et al.*® foi a utilizacdo de acido concentrado, que pode ocasionar alteragBes
significativas das propriedades fisicas das solucdes digeridas, podendo influenciar na
formacéo do aerossol e resultar na baixa eficiéncia de transporte do analito até o plasma e
ainda, na geracdo de residuos quimicos passiveis de tratamento. Destaca-se também a
utilizacdo de mais de um IS no mesmo método o que consequentemente resulta no uso de

condicdes varidveis para a determinacdo dos analitos.

2.2.3 Métodos de decomposicao por via Umida assistida por radiacdo micro-ondas

combinada a radiacgdo ultravioleta

Nos ultimos anos, o método de preparo de amostras com base na decomposigéo por
via Umida assistida por radiacdo micro-ondas combinada a radiacao ultravioleta (MW-UV)
vem se tornando bastante atrativo uma vez que a combinacéo da radiagdo micro-ondas com
a radiacdo ultravioleta reduz o TOC em solugdo mesmo na presenca de concentracfes
acidas diluidas, aumentando assim a eficiéncia de decomposi¢cdo quando comparado a
MW-AD.14_19
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A faixa do espectro eletromagnético que corresponde a UV compreende de
40 a 400 nm. As lampadas de UV utilizadas neste método sdo inseridas dentro dos frascos
de decomposicdo, convencionalmente utilizado para a decomposi¢do de amostras, e sdo
ativadas pela radiacdo micro-ondas. A aplicacdo simultanea da radiacdo micro-ondas e
ultravioleta promove um sinergismo entre o efeito térmico e a acdo fotoquimica, com
elevada eficiéncia devido ao fato da lampada de UV estar inserida dentro do frasco em
contato com a amostra. A lampada de descarga sem eletrodo (EDL) € preenchida com vapor
de Cd e Ar (baixa pressdo). A parte superior da lampada possui uma antena metalica (Mo).
Assim que a radiagdo micro-ondas é incidida na cavidade do forno de micro-ondas, esta é
capturada pela antena de Mo e o campo elétrico gerado promove a excitagdo de alguns
atomos do gas nobre, formando elétrons livres. Os elétrons livres se chocam com o metal
de preenchimento (Cd) promovendo sua excitacao a niveis energéticos mais elevados que,
ao retornarem para o estado fundamental, emitem a energia correspondente a transicao
eletronica (aproximadamente 228 nm) na regido do UV. A radiagdo UV emitida é
transmitida pelo bulbo da ldmpada e, consequentemente, é absorvida pela fase liquida
presente no interior do frasco reacional.?°

As reacOes de foto-oxidacdo que ocorrem durante a decomposicdo de amostras
organicas, geralmente, sdo induzidas via mecanismo radicalar. De modo geral, a geragao
de radicais "OH, 0s quais possuem escasso tempo de vida e alto poder oxidante, promove
a oxidacao e a degradacédo das espécies organicas, assim, promovendo a decomposicao da
amostra. Quando ha amostras com alto teor de matéria organica tem-se a necessidade da
adicéo de reagentes auxiliares que possuem alto poder oxidante, atuando na oxidacgdo da
matéria organica como, por exemplo: H202, O3, K2S20s, K2Cr207 e HNO3. Dentre esses,
destaca-se 0 H20. que é o reagente mais empregado nas decomposi¢des de amostras
organicas em vista da formacdo de espécies altamente reativas que promovem uma
eficiente oxidag&o.?

O HNO3 ¢ o &cido mais utilizado nas decomposic¢des por via Umida, devido a sua
propriedade oxidante. Além disso, possui capacidade de produzir radicais 'OH na presenca
da radiacdo UV, se tornando indispensdvel na decomposicdo de amostras organicas.
As reacOes que ocorrem com HNO3z na presenca de UV e a degradacdo de compostos

organicos pelo radical formado s&o mostradas abaixo.?°

30



NOs~ + Ho0 + hv — NO + OH™ + «OH 1)

NO2 + H20 + iv — NO + OH™ + «OH 2
*OH+RH —> H0+R’ 3)
*OH + X2C = CXz — X.C(OH) - C* Xz 4)
‘OH+RX —>HO+XR +~ 5)
R*+ 02 — RO?’ (6)

Nas reacdes (1) e (2), os ions nitrato e nitrito formados pela degradacdo do HNOs
interagem com a radiagdo UV produzindo radicais "OH. Os radicais hidroxila, por sua vez,
irdo reagir com 0s compostos organicos e poderdo captar hidrogénio (3), adicionar-se aos
mesmos (4) e/ou transferir elétrons ao composto (5). Os radicais que foram formados na
reacdo podem reagir com o O dissolvido presente no meio e formar radicais organicos
peroxil (6) que podem ser responsaveis pelo inicio de reaces de oxidagdo da matéria
organica, gerando CO2, H20 e sais inorganico.?

A sequir, na Figura 1, sdo mostrados o forno de micro-ondas, o frasco e a lampada
de UV utilizados na decomposi¢éo por MW-UV. A lampada de Cd, que emite na regido do
UV (228 nm), é inserida no frasco juntamente com a solucéo de decomposicéo e a amostra.
Acessorios de PTFE sdo utilizados para manter a lampada na posicao vertical e diminuir o
atrito com as paredes do frasco e devido a isso, a temperatura maxima que o sistema podera

atingir é 250 °C, para preservacao desses acessorios.?°

Frasco de
quartzo

©

I ]
Lampada de
—" uv
=/

Figura 1. Forno de micro-ondas, frasco de quartzo e lampada de UV utilizados na

decomposicdo por MW-UV.

A MW-UV foi utilizada pela primeira vez para a decomposicdo de leite em po
desnatado e, apds, foi feita a determinacdo de Cd, Pb, Cu e Fe por ICP-OES e

31



espectrometria de absorcdo atbmica com forno grafite (GF AAS). Os valores obtidos para
um CRM apresentaram boa concordancia com os valores certificados (teste t-student,
nivel de confianca de 95%).* Este método foi posteriormente utilizado para decompor
petroleo?®, coque de petroleo®®, algast’, chocolate®®, margarina® e biodiesel??.

A primeira aplicacdo reportada na literatura usando a MW-UV para decomposigao
de é&guas naturais contendo 11,49 mg L' de dleos e graxas foi proposta por
Limbeck et al.'® Nesse trabalho, amostras de 4guas foram decompostas por MW-UV para
posterior determinacdo de Pd por ET AAS.'® No entanto, esse método foi aplicado apenas
para amostras de aguas naturais da chuva que ndo continham alto teor de 6leos e graxa ou
alta salinidade quando comparado com as amostras de aguas de producéo. Limbecket al.®
observou que apds as otimizacdes de alguns pardmetros do método, uma reducdo de
aproximadamente 15 vezes do valor do TOC quando a decomposicdo foi realizada
utilizando 0,1 mol L* de HCI, 0,1% de H,0> (Vv/v) e poténcia de 1000 W (15 min de rampa
e 15 min de aquecimento).

2.3 TECNICAS ANALITICAS PARA A DETERMINACAO DE METAIS

As principais técnicas analiticas utilizadas na determinagdo da concentracdo de
metais sdo as técnicas de espectrometria de absor¢do atbmica (com chama (F AAS) e com
forno de grafite (GF AAS)), a espectrometria de emissao 6ptica com plasma indutivamente
acoplado (ICP-OES) e a espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado.
A seqguir, serdo discutidas as principais caracteristicas das técnicas de F AAS e ICP-OES

as quais foram utilizadas para a determinagdo de metais neste trabalho.

2.3.1 Espectrometria de absorcdo atbmica com chama (F AAS)

A espectromeria de absor¢do atbmica com chama esta entre as técnicas instrumentais
mais simples e de menor custo quando comparadas com as técnicas com plasma
indutivamente acoplado para a analise de elementos majoritarios em niveis de mg L™*.24

Esta técnica consiste em formar 4&tomos no estado fundamental e gasoso em um
atomizador, que posteriormente, em contato com uma radiagdo incidente, absorvem
energia passando para o estado excitado, causando a atenucdo do sinal que, por sua vez, é
proporcional a concentracdo dos atomos no atomizador. Como cada espécie atbmica so
pode existir em alguns estados excitados especificos, as energias dos fotons que poderédo

ser absorvidos serdo especificas de cada espécie atdmica.?*4°
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A formacdo dos &tomos no estado fundamental e gasoso a partir de uma amostra em
solucdo ocorre na célula de absor¢do ou atomizador. Neste caso, 0s atomizadores mais
empregados na AAS séo a chama, forno de grafite e o sistema de geracédo quimica de vapor.
Os atomos no estado fundamental devem ser obtidos de uma maneira reprodutiva, para que
se possa obter dados quantitativos. A amostra normalmente est& na forma liquida, havendo
varias etapas envolvidas no processo de converter uma amostra liquida em 4&tomos. No caso
da absor¢do atdbmica com chama, utilizando-se a introducdo da amostra por nebulizacéo
pneumatica, a amostra em solucdo € nebulizada atraves de um capilar e um fluxo de ar em
alta velocidade, formando pequenas gotas (aerossol liquido). As gotas pequenas sao
selecionadas e entram na camara de pré-mistura, onde sdo misturadas com o gas
combustivel da chama. Quando as gotas atingem a chama, o solvente € evaporado,
produzindo particulas secas (aerosol solido). Esta etapa é seguida pela vaporizacdo das
particulas secas e sua subsequente dissociacdo em atomos no estado gasoso e fundamental.
As chamas comumente utilizadas séo constituidas de ar atmosférico e acetileno, as quais
podem variar de 2100 °C a 2400 °C.?44°

Algumas interferéncias na técnica de F AAS podem ser observadas como a
sobreposicdo de linhas analiticas, como mostrado na Tabela 1 para a determinacédo de Ca,
Fe e Mg, analitos que foram determinados pela técnica de F AAS neste trabalho.*
Essas interferéncias de sobreposi¢do de linhas analiticas proximas podem ser corrigidas

pela utilizacdo de comprimentos de onda alternativos.*®
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Tabela 1. Interferéncias espectrais observadas na técnica de AAS causadas pela
sobreposicdo de linhas analiticas. Adaptado de Welz e Sperling®.

Comprimento de onda, _ Comprimento de onda,
Elemento Elemento interferente
nm nm

Ca 422,673* Ge 422,657
Fe 271,903 Pt 271,904
Fe 279,470 Mn 279,482
Fe 285,213 Mg 285,213
Fe 287,417 Ga 287,424
Fe 302,064 Cr 302,067
Fe 324,728 Cu 324,754
Fe 327,445 Cu 327,396
Fe 338,241 Ag 338,289
Fe 352,424 Ni 352,454
Fe 396,114 Al 396,153
Fe 460,765 Sr 460,733
Mg 285,213* Fe 285,179
Mg 285,213* Tb 285,214

*Comprimento de onda primario. Adaptado de Welz e Sperling*®

Outros problemas para a determinacdo dos elementos por F AAS é a formacao de
compostos pouco sollveis no caminho Gptico que podem absorver a radiacdo proveniente
da fonte e o baixo potencial de ionizacao de alguns elementos como Na e K, que se ionizam
com a temperatura da chama.*® Essas interferéncias podem ser corrigidas pela utilizagio
de uma curva de calibracdo nas mesmas condigdes que as amostras, utilizacdo de um agente
liberador que formara preferencialmente os compostos pouco sollveis deixando o analito
livre para absorver a radiagdo proveniente da fonte e a utilizagdo de um elemento com
potencial de ionizacgdo inferior ao do analito, respectivamente. Em vista disso, tem-se
disponivel comercialmente uma solugdo denominada solucdo de Schinkel a qual contém
Cse La, para ser utilizada na determinacéo de elementos com baixo potencial de ionizagéo,
como Na e K e, elementos formadores de compostos pouco soltveis, como Ca e Mg.*°

Além dessas interferéncias, tem-se as interferéncias por fenémenos de transporte da
amostra até o atomizador, devido ao alto teor de sal nas amostras de dguas de producédo que

podem ocasionar diferencas na viscosidade, densidade, variagdes na formacgéo do aerossol
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e transporte deste até a chama. Essas interferéncias de matriz podem ser contornadas pela
diluicdo das amostras ou até mesmo pela utilizagio de calibragéo por adigdo padrdo.*°
Apesar das interferéncias descritas acima, a utilizacdo da técnica de F AAS ¢
adequada para a determinacdo monoelementar de elementos em concentragdes na faixa de
mg L nos mais diversos tipos de amostras, além de apresentar vantagens como o uso de
equipamentos simples, com menor custo de instalagdo e operacao, boa precisdo em virtude
da boa robustez da técnica e a menor exigéncia de um operador habilidoso para obter

resultados satisfatorios.

2.3.2 Espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado
(ICP-OES)

A espectrometria de emissao dptica com plasma indutivamente acoplado tem sido
amplamente utilizada para a determinagdo de metais em diversas areas, como na industria,
metalurgia, biologia, agricultura, meio ambiente, entre outras.*

Similarmente a técnica de AAS, esta técnica de determinacdo esta baseada na
formacdo de atomos (e ions) no estado fundamental e gasoso. No entato, ao contrario das
técnicas de AAS, é feita a determinacgdo da radiacdo emitida pelos &tomos e ions no estado
excitado ao retornarem para o estado fundamental. Em um equipamento de ICP-OES,
o plasma de argbnio é formado por uma tocha de quartzo, constituida por trés tubos
concéntricos. O plasma é um gas parcialmente ionizado, a altas temperaturas, contendo
fons, elétrons e néutrons, o qual € geradopela aplicacdo de uma descarga elétrica,
desencadeando a ionizacdo do gas inerte, geralmente Ar. A temperatura que o plasma de
Ar atinge pode variar de 5000 a 10.000 K, sendo mantida por aquecimento indutivo e a
poténcia elétrica aplicada varia entre 1000 e 1500 W. O Ar parcialmente ionizado possui
capacidade de ionizar quase todos os elementos quimicos da tabela periddica, sendo entdo
amplamente utilizado para a determinagdo multielementar.24>°

A nebulizacdo pneumaética é o sistema de introdugdo de amostra mais comumente
utilizado, onde a amostra em solucéo é succionada e posteriormente convertida em um
aerossol sendo transportada até a cAmara de nebulizacdo, onde as goticulas maiores irdo
colidir com as paredes da camara e irdo condensar e, apenas as goticulas com diametros
menores irdo ser transportadas até o plasma e sofrer todos os processos de dessolvatacao,
vaporizagao e ionizagdo a zona analitica do plasma.*

Dentre as vantagens da técnica, destaca-se a baixa susceptibilidade a interferéncias

quimicas que é o resultado direto de suas altas temperaturas, a alta velocidade de anélise,
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capacidade de determinacdo multi-elementar, boa sensibilidade, ou seja, fornece
LOQs baixos, em niveis de ppb, melhores LOQs quando comparado com a F AAS. 2430

Algumas interferéncias espectrais podem ocorrer durante a etapa de determinacgéo
dos analitos, como por sobreposicao de linhas espectrais, sobreposicdo parcial de linhas
espectrais e presenga de background continuo. Entretanto, podem ser corrigidas pela
utilizacéo de uma linha espectral secundéria, pela utilizacéo de ferramentas matematicas e
medicdo do background em ambos os lados.*

A ocorréncia de interferéncias ndo espectrais pode ser devido aos efeitos no
transporte do aerossol (diferencas na densidade e viscosidade das solugdes), efeitos de
ionizacdo onde ocorrem devido a mudancas nas caracteristicas do plasma em virtude da
presenca de sais (como Na e K) e solventes organicos. Além disso, altas concentracdes de
carbono podem causar a deposicdo de carbono na tocha e no tubo injetor, instabilidade do
plasma ou até a extincdo do mesmo, proporcionando perda de sensibilidade,
piora nos limites de deteccéo e supressao do sinal analitico. A corregdo destas interferéncias
pode ser através de um ajuste de matriz, calibragdo com adicao do analito e através do uso
de |S.10,50752

O uso do padrao interno é aconselhado para amostras que possuem diferencas na sua
composicdo, na viscosidade, na concentracdo &cida, diferengas cujos efeitos possam
ocasionar mudancas na eficiéncia de transporte da amostra até o plasma, sendo a dilui¢éo
destas amostras improvavel em virtude da baixa concentracdo dos analitos presentes.
O padrdo interno é adicionado em todas as solugdes, inclusive na curva de calibragéo,
contento a mesma concentracdo final em todas. Este baseia-se na ideia de que a variacéo
na intensidade do padrdo interno serve como um fator de correcao para todos os elementos
de interesse.* Penha et al.*® avaliou o uso de padréo interno para a determinacéo de metais
em amostras de aguas de producdo apos a MW-AD. Neste trabalho, os autores observaram
que para Co, Cr, Fe, Mn e V, melhores resultados foram obtidos com a utilizacdo de Sc
usado como padréo interno. Enquanto que para Se, melhores resultados foram obtidos
utilizando Y como padréo interno. Para Ni, os autores observaram que nao ha a necessidade
de utilizagéo de padréo interno.

Apesar das interferéncias descritas acima, a utilizacdo da técnica de ICP-OES
destaca-se por possuir vantagens como alta velocidade de andlise por ser uma técnica
multi-elementar, alta sensibilidade, ou seja, fornece LOQs mais baixos quando comparado
com o F AAS.

36



Apesar das suas vantagens, € improvavel que a técnica de ICP-OES venha a substituir
completamente a técnica de F AAS, uma vez que essas duas técnicas sdo complementares.
Entre as vantagens da utilizacdo da F AAS estdo a maior simplicidade, menor custo e maior

robustez quando comparado a ICP-OES.

2.4 PROCESSOS DE BIORREMEDIAQAO

Em virtude da complexidade da matriz das aguas de producdo e dos efeitos
indesejaveis de varios constituintes presentes nessas amostras, torna-se de grande
importancia desenvolver métodos alternativos para o tratamento dessas 4guas para que se
tomem medidas adequadas frente aos riscos ambientais, quando descartadas no meio
ambiente ou principalmente para que esse efluente seja reutilizado para a reinjecdo em
pocos de extracdo de petroleo com escassez de agua.’

Flotadores, coalescedores, hidrociclones e filtros s&o, atualmente, os principais
equipamentos utilizados no tratamento das dguas de producao para a remocao de solidos
em suspensao, Oleos disperso, biomassa bacteriana, hidrocarbonetos volateis e gases
corrosivos, como COz e H2S. Além disso, alguns produtos quimicos podem ser adicionados
ao processo de tratamento para melhorar a eficiéncia da separacdo de Oleo/gas/agua.
Embora esses métodos de remocdo de sélidos em suspensdo, 6leos dispersos e compostos
volateis sejam adequados, infelizmente estes métodos ainda sédo ineficientes na remocéo de
organicos dissolvidos e ions.®

Em vista disso, algumas tecnologias voltadas para a remocao de metais pesados em
diversos tipos de efluentes ja sdo comumentes utilizadas, como a precipitacdo quimica,
oxidacdo e reducdo, filtracdo, troca-ibnica, osmose reversa, evaporacdo e tratamento
eletroquimico.”#5% Contudo, estas tecnologias podem levar a algumas desvantagens como
a producdo de contaminantes secundarios, a remoc¢do incompleta de alguns metais, a um
alto gasto de energia e a um alto custo de operacdo. Por isso, métodos alternativos tém sido
propostos nos ultimos anos com o objetivo de garantir uma melhoria no tratamento das
aguas de producao, principalmente para que esse efluente possa ser reinjetado nos pocos
de extracéo para facilitar o escoamente de petréleo.3°

Diante disso, recentemente, as técnicas biologicas tém se mostrado eficazes para o
tratamento de efluentes tendo em vista que micro-organismos como leveduras, algas,
bactérias e virus possuem capacidade de adsorver, absorver e degradar diferentes

compostos. Além disso, dentre as vantagens da utilizacdo desses métodos bioldgicos,
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destacam-se a facilidade de aplicagcdo, manutencédo e o baixo impacto ambiental, uma vez
que esses métodos resultam na pouca geracéo de residuos.’

No que diz respeito a utilizacdo desses micro-organismos, as bactérias e leveduras
sdo conhecidas como efetivos sorventes de metais em solucdo devido a grande area
superficial das mesmas por unidade de peso.® Todos esses aspectos, demonstram que
provavelmente a presenca de grupamentos carboxilatos e fosfatos na parede celular das
bactérias sejam responsaveis pela eficiéncia desses micro-organismos na adsorcao seletiva
de alguns metais.>**

Dentre alguns mecanismos envolvidos nos processos de interacdo de
micro-organismos e metais, pode-se destacar a ligagcdo de metais a corpos extracelulares
que possibilitam capturar e impedir a entrada de ions indesejaveis na célula, a associacéo
de metais a grupos funcionais aderidos a superficie da parece celular e a presenca de grupos
sufidril, carboxil, hidroxil, sulfato, amino, amido e fosfato, os quais estdo envolvidos na
captura e na forte interagdo com ions catibnicos.®® Alguns principais mecanismos de

interagdo dos micro-organismos com os metais estdo exemplificados na Figura 2.
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Principais mecanismos de interaciao
dos micro-organismos com metais

Membrana celular

Plasmideo
Parede celular/cromossomo Citoplasma

Flagelo

BIOACUMULACAO

BIOSORCAO
SISTEMA
X s EFLUXO
ACAO ENZIMATICA

EXTRACELULAR

ACAO ENZIMATICA
INTRACELULAR

Figura 2. Principais mecanismos de interagdo dos micro-organismos com 0S metais.

Adaptado de Alencar et al®’.

A interacdo do micro-organismo com o metal também pode ocorrer pelo processo de

internalizacdo, onde os transportadores de membrana e bombas de fluxo internalizam

alguns metais presentes no meio extracelular devido a similaridade dos ions e pressdo

osmética. Esse processo de internalizacdo possui grande aplicacdo para a remocao de

metais em solucdo, uma vez que a interacdo é forte e possibilita a remocdo do metal pela

precipitacdo da biomassa bacteriana. O processo de internalizacdo esta mostrado abaixo na

Figura 3.8
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Permeacao lipidica

Endocitose (M
=

Canal de ion

Figura 3. Mecanismos de permeacdo de metais em camadas lipidicas. Representado por
M?* ou M, os metais, dependendo da condi¢io do elemento, pordem ser
transportados por vias dependentes de adenosina trifosfato (permeacéo
carreada e bomba de ion) ou por meios ndo dependentes de adenosina trifosfato

(permeacao lipidica). Adaptado de Simkiss.>®

Em vista da exposicdo frente a alguns metais, 0s micro-organismos apresentaram
formas consideraveis de resisténcia o que incentivou a necessidade por conhecer melhor 0s
mecanismos de defesa das espécies capazes de tolerar condi¢es estressantes de metais e
até mesmo toxicas. Essa exposicdo possibilitou a selecdo e a evolucdo de marcas
moleculares e fisioldgicas determinantes para a sobrevivéncia de géneros e espécies em
diferentes meios e impulsionou a utilizacdo das técnicas bioldgicas para a remoc¢do de
metais em diversos efluentes.>®

Com isso, nos Gltimos anos houve um aumento nos trabalhos publicados na literatura
utilizando estes métodos bioldgicos, também chamados de processos de biorremediacdo,
principalmente para remogao de compostos organicos e metais pesados.>3%%-%* A presenca
de metais pesados em efluentes industriais traz uma série de problemas ambientais e de
salude. Com isso, alguns trabalhos publicados na literatura utilizando processos de
biorremediacdo em solucdes sintéticas, dgua salgada, solo industrial e agua doce foram
encontrados, 0s quais s@o descritos a seguir. Cabe salientar que ndo foram encontrados

trabalhos publicados na literatura que visam a utilizacdo de processos de biorremediagéo
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em amostras de aguas de producdo provenientes da extracdo de petréleo contendo altos
teores de 6leos e graxas e metais.

Mullen et al.%® investigou os micro-organismos: Bacillus cereus, B. subtilis,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa quanto a capacidade de remover Ag, Cd, Cu
e La em solugdo aquosa sintética contendo 1 mmol L dos analitos. Foi constatado neste
trabalho que a P. Aeruginosa foi 0 micro-organismo que apresentou resultados mais
eficientes na remocdo de todos os metais estudados, enquanto que B. cereus apresentou
resultados menos eficientes. Para a remocdo apenas de Cu, B. subtilis foi o
micro-organismo que removeu a maior quantidade enquanto que para Cd, o
micro-organismo que promoveu a maior remog¢do foi E. coli. Através dos resultados
obtidos, as remoc0Ges para Ag, Cd, Cu e La foram de 89, 12, 29 e 27%, respectivamente.
Estas remocdes foram alcancadas em pH 4,00 e ap6s 2 h de interacdo a 5 °C. A microscopia
eletronica de varredura (MEV) foi feita e indicou que o La se acumulou nas paredes
celulares independente do género e da espécie do micro-organismo como precipitados
cristalinos e a Ag também se acumulou nas paredes celulares, entretanto como agregados
coloidais. As imagens obtidas para Cd e Cu ndo forneceram respostas suficientes para
identificar a localizacdo da sorcdo desses elementos nos micro-organismos e também foi
observado pouca diferenca na sor¢do desses analitos em relagdo a cada um dos
micro-organismos estudados neste trabalho. Com os resultados de remocédo obtidos, 0s
autores concluiram que as células bacterianas sdo capazes de ligar grandes quantidades de
metais diferentes.®®

Em outro trabalho, Matsunaga et al.%® avaliou a utilizacdo de microalgas marinhas
com o objetivo de avaliar a remocdo de Cd em amostras de agua salgada (2% NaCl)
contaminadas. Neste trabalho, foi possivel obter 24 linhagens que foram tolerantes as
concentracdes de Cd possuindo capacidade de biorremediacdo deste metal, sendo 19 algas
verdes e 5 cianobactérias capazes de reter mais de 10% do total de Cd inicialmente medido
no meio. A Chlorella sp. foi a mais efetiva, resultando em uma remocéo de 48,7% do total
de Cd. Além de avaliar o potencial de remog&o, 0s autores ainda constataram que 67% do
Cd removido foi acumulado intracelularmente, enquanto 25% sofreu adsor¢éo superficial
nos organismos testados.®°

Em outro trabalho®?, foi avaliada a capacidade da Spirulina platensis em remover o
Cr8* utilizando biossorcdo passiva em solugdes sintéticas contendo Crb*. A biomassa de
microalgas inativa e solugBes sintéticas contendo Cré* foram utilizadas para avaliar fatores

importantes no processo e na capacidade de biossorcéo. Os resultados obtidos pelos autores
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mostraram que as microalgas tém potencial para biossorcao de Cr®*, atingindo remocéo de
100,39 mg g* durante os primeiros 10 min de ensaio. Além disso, concluiu-se que o pH
foi o pardmetro de a maior influéncia no processo, sendo que, com o valor de pH igual a
3,0 houve uma remogcao de 61,97% de Cr®* presente na soluc&o.®*

Desaunay and Martins®® avaliaram a adsorcdo de Cd na parede celular e
internalizacdo pela Cupriavidus metallidurans CH34 em solucdes sintéticas contendo Cd.
Para isso, foi avaliada a concentracdo de Cd que estava adsorvido na parede celular
utilizando um método de lavagem da biomassa com EDTA. Para avaliar a concentracdo de
Cd internalizado nas células, foram feitos comprimidos com a biomassa bacteriana
centrifugada apds os ensaios de interagdo e, em seguida, foi utilizado um método de ruptura
de células baseado na prensagem dos comprimidos. A lavagem com EDTA ndo foi
adequada para determinar a distribuicdo de Cd nas células bacterianas devido a
impossibilidade de realizar lavagens menores que 2 min, a fim de evitar a desestabilizacéo
da membrana celular. Por outro lado, 0 método baseado na ruptura das células mostrou-se
adequado para essa avaliacdo. Foi observado que, aproximadamente 80% de Cd sorvido
pela bactéria estava internalizado no citoplasma.®

Em um outro estudo, Arivalagan et al.®® isolaram uma linhagem bacteriana
KTSMBNL 43 a partir de um solo industrial. Esse micro-organismo isolado foi
identificado molecularmente por sequenciamente de DNA como Bacillus cereus. Neste
trabalho, os autores avaliaram a biossorcdo de Cd pelo micro-organismo isolado e, para a
interacdo do analito com o micro-organismo, alguns paramentros foram avaliados como
pH, temperatura, concentracdo incial de Cd e tempo de interagdo. A remogao maxima de
Cd pelo micro-organismo foi de 82% em pH 6,00 e temperatura de 35 °C, com
concentragdo inicial de Cd de 200 mg L. Os autores concluiram que o B. cereus é
adequado para ser usado nos processos de biorremediacdo para a remocao de Cd em solos
industriais poluidos.5®

Com relacdo a utilizagdo de micro-organismos em processos de biorremediacéo,
Dadrasnia et al.%? investigou a capacidade de biossorcio de células de Bacillus salmalaya
139SI para Cr®* em solucdes aquosas. Varios pardmetros analiticos foram avaliados a fim
de se obter a condicdo Gtima para a biossor¢do, como concentracio inicial de Cr*, pH e
tempo de interacdo. Tanto as células vivas e mortas foram adequadas para a biossorcao de
Cr®*, sendo que a capacidade maxima foi de 20,35 mg g*a 25 °C, com pH 3,0 e tempo de
interagdo de 50 min. MEV e o infravermelho por transformada de Fourier indicaram

influéncia significativa das células mortas na biossor¢do de Cr®* com base em alteragdes
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morfoldgicas celulares. Foram alcangadas eficiéncias de dessor¢do de aproximadamente
92% e 70% usando células mortas e vivas, respectivamente. Os resultados obtidos
demonstraram a alta capacidade de adsor¢éo de biomassa morta de B. salmalaya 139SI no
processo de biossorcdo, ou seja, demonstrou que o metal acumula-se na parede celular do
micro-organismo e ndo intracelularmente.®?

Ozdemir et al.®” investigou a bioacumulagio, a resisténcia e a pré-concentragio de
U por Bacillus vallismortis. Esse micro-organismo foi resistente e o crescimento nao foi
significamente afetado na presenca de concentragdes de 1,0, 2,5 e 5,0 mg L™ de U até 72h.
Ainda, os autores imobilizaram o B. vallismortis em nanotubos de carbono para aumentar
a remocdo do analito e, esta imobilizacdo foi eficaz. Este método desenvolvido foi
adequado para a aplicacdo nos processos de biorremediacdo para a remocdo de U nas
amostras de aguas do lago Van, na Turquia.

Al-Gheethi et al.®® estudou a remogdo de metais pesados pelo micro-organismo B.
subtilis. Para isso, foram investigados os pré-tratamentos de células de B. subtilis por
SC-CO2 utizando CO; pressurizado, autoclavacao a vapor e células vivas ndo tratadas, para
avaliar se havia melhora na remocéao dos metais pesados. Alguns parametros de interacéo
foram avaliados, como a concentragcdo de micro-organismo, pH, tempo e temperatura. A
eficiéncia de remocédo para Ni foi 98,5, 99,2 e 96,3% para as células de B. subtilis por
SC-COg, autoclavagdo a vapor e células vivas ndo tratadas, respectivamente. Os autores
concluiram que o pré-tratamento por SC-CO> apresentou melhores remocgdes para Ni, Cu,
Zn, Pb e Cd do que os demais pré-tratamentos, o que evidencia a melhora no processo de
remocao desses analitos em comparacdo com células vivas néo tratadas.®®

Os processos de tratamento envolvendo micro-organismos séo de grande relevancia
ndo somente pela facilidade da aplicacdo e manutencdo, mas também pelo menor custo
associado, eficiéncia e baixo impacto ambiental, com pouca geracdo de residuos.®® Desta
forma, o uso de micro-organismos pode ser considerado uma alternativa promissora para a
remocao de metais de diferentes matrizes.

Cabe destacar que sdo escassos os trabalhos na literatura utilizando processos de
biorremediacdo para a remocdo de metais em diversas amostras e, principalmente,
salienta-se que ndo foram encontrados trabalhos que utilizem esses processos visando a
remocdo de metais como Ba, Ca, Fe, Mg e Sr em amostras de &guas de producéo
provenientes da extracdo de petroleo. A utilizacdo de micro-organismos para a remocao de
metais pesados vem sendo muito atrativa em vista da capacidade dos micro-organismos em

resistir ao estresse ambiental, por meio de mutagGes e rapida capacidade de evolugéo.®
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3. OBJETIVO

Este trabalho possui dois objetivos principais, tais como i) o desenvolvimento de

metodologia analitica para o preparo de amostra de aguas de produc¢do visando a posterior

determinacdo de metais e apos, ii) efetuar a remocao de alguns destes metais utilizando

processos de biorremediacdo. A presenca de alguns metais nestas amostras, como

Ba, Ca, Fe, Mg e Sr, pode ocasionar a formacdo de compostos pouco sollveis causando

incrustagdes e entupimentos nas tubulagcdes durante a extracdo do petrdleo. Com isso, 0

desenvolvimento de processos de biorremediacdo que possui baixo custo e que possa ser

aplicado como pré-tratamento com facilidade nestas aguas de producdo é de grande

vantagem econdmica e ambiental.

Como objetivos especificos destacam-se:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Investigar os métodos de preparo de amostras baseados na decomposi¢do assistida
por radiagdo micro-ondas (MW-AD) e na decomposi¢do assistida por radiacao
micro-ondas e ultravioleta (MW-UV) para tratamento de aguas de producéo;
Efetuar a determinacdo de metais por ICP-OES nas amostras de aguas de producéo
ap0s 0 método de preparo de amostras otimizado;

Isolar micro-organismos presentes naturalmente nas amostras de aguas de producéo.
Investigar a tolerancia destes micro-organismos isolados frente adiferentes
concentracdes de metais;

Realizar a identificacdo molecular dos micro-organismos isolados e selecionados
para 0s processos de biorremediagéo;

Investigar os principais pard@metros relacionados a interagcdo dos micro-organismos
com 0s metais, através de planejamento fatorial;

Avaliar a eficiéncia do processo de biorremediacéo para remogéo de Ba, Ca, Fe, Mg

e Sr nas aguas de producéo usando os micro-organismos isolados das amostras.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 INSTRUMENTACAO
4.1.1 Equipamentos utilizados na etapa de preparo das amostras

Neste trabalho, foram avaliados dois métodos de preparo de amostras visando a
posterior determinacdo de metais nas amostras de aguas de producdo obtidas a partir da
extracdo do petréleo. Os métodos de decomposicdo avaliados foram a decomposicéo
assistida por radiagdo micro-ondas e a decomposicao assistida por radiacdo micro-ondas
combinada a radiagdo ultravioleta. Para a decomposicdo das amostras foi utilizado um
forno de micro-ondas Multiwave PRO (Anton Paar, Austria), com software versdo
2.42.7406.8. Este sistema permite a utilizacdo de até oito frascos de quartzo de alta presséo
(volume interno de 80 mL) e é equipado com rotor tipo 8NXQ 80. A pressdo e a
temperatura méaximas permitidas pelo sistema sdo de 80 bar e 280 °C, respectivamente.

Quando a decomposicdo por MW-UV foi feita, foram utilizadas lampadas de cadmio
de baixa pressdo preenchidas com argbnico, dentro de cada frasco de quartzo
(part. number 16847, Anton Paar, Austria). O comprimento de onda emitido pela lampada
é predominantemente localizado na regido UV, a 228 nm, e a intensidade de radiacdo UV
emitida durante o procedimento de decomposicdo depende da energia de micro-ondas
capturada pela antena e, varia de 1 a 10 W. A temperatura maxima foi limitada a 250 °C
durante o procedimento por MW-UV para evitar danos aos dispositivos de PTFE que
compde o sistema, que possuem a funcdo de posicionar a lampada de forma correta no
interior do frasco a fim de evitar o contato direto da lampada com o frasco de quartzo.

Para avaliar a eficiéncia de decomposicdo dos métodos estudados, foi feita a
determinacdo do TOC nas amostras originais e nas solucdes finais ap6s a decomposicao
das amostras. Para isso, foi utilizado um analizador Multi N/C 2100S (Analytik Jena,
Alemanha) com detector de infravermelho (Focus Radiation NDIR Detector®) e equipado
com auto amostrador AS60.

A determinacéo de acidez nas solugdes decompostas foi feita por titulagdo em meio
aquoso utilizando um titulador automatico 905 Titrando (Methrom, Suica) equipado com
agitador automatico (modelo 801 Stirrer), bureta de 20 mL (Dosino 800) e eletrodo de pH
combinado (LL Unitrode, modelo 6.0258.600).

A pesagem das amostras foi feita em balanga analitica (XS105, Mettler Toledo,
EUA) com resolucédo de 0,00001 g e carga maxima de 120 g.
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4.1.2 Determinacéo de metais por ICP-OES e F AAS

A determinacdo de Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Sr, V e Zn
foi feita utilizando um espectrometro de emissdo Optica com plasma indutivamente
acoplado (modelo Optima 2000 DV, Perkin Elmer, EUA), equipado com camara de
nebulizagdo ciclonica (Glass Expansion, Inc., Australia), nebulizador GemCone, tocha e
tubo injetor de quartzo (2 mm d.i.). Argbnio com pureza superior a 99,996%
(Oxisul, Brasil) foi utilizado como gés principal, auxiliar e de nebulizacdo no equipamento
de ICP-OES. As condicGes operacionais usadas para a determinacdo dos analitos estéo

mostradas na Tabela 2.

Tabela 2. CondicGes operacionais usadas para a determinacdo dos analitos por ICP-OES.

Parametro Condicbes

Poténcia da radiofrequéncia, W 1300

Vaz&o do gas principal, L min 15

Vaz&o do gas auxiliar, L min? 0,20

Vaz&o do gas de nebulizagdo, L min? 0,80

Cémara de nebulizacéo Cicldnica

Nebulizador GemCone

Vista do plasma Axial

Linha de emiss&o, nm Ba - 455,403 Ca- 422,673 Cd - 214,440
Co - 228,616 Cr- 267,716 Cu - 324,752
Fe - 239,562 K - 766,490 Mg - 280,271
Mn - 259,372 Na - 589,592 Ni - 231,604
Pb - 220.353 Sr- 407,771 V - 290,880
Zn - 206,200  *Sc- 361,383

*Padrdo interno

Ap0s os ensaios de biorremediagdo para a remocao de Ca, Fe e Mg, a determinagéo
destes elementos no sobrenadante assim como na biomassa de micro-organismos foi feita
utilizando um espectrdmetro de absorcdo atbmica com chama (modelo AAnalyst 200,
Perkin Elmer, EUA) equipado com ld&mpada de deutério para correc¢éo de fundo.

Para a determinacdo de Fe, foi utilizada como fonte de radiacdo uma lampada de
catodo oco de Fe, operada a 15 mA, comprimento de onda selecionado de 248,33 nm e,

1,8 e 1,35 nm a largura e a altura da fenda espectral, respectivamente. Para a determinacéo
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de Ca, foi utilizada uma lampada de catodo oco de Ca, operada a 15 mA, comprimento de
onda selecionado de 422,67 nm e, 2,7 e 0,6 nm a largura e a altura da fenda espectral,
respectivamente.Para a determinacdo de Mg, foi utilizada uma lampada de catodo oco de
Mg, operada a 6 mA, comprimento de onda selecionado de 285,21 nm e, 2,7 ¢ 1,05 nm a
largura e a altura da fenda espectral, respectivamente.

Para a determinacdo de Ba e Sr ap0s os ensaios de interacdo, foi utilizado o
equipamento de ICP-OES, onde as condi¢es operacionais usadas para a determinacéo

desses analitos estdo mostradas na Tabela 2.

4.1.3 Equipamentos utilizados no estudo com 0s micro-organismos

Durante o estudo de isolamento dos micro-organismos presentes nas aguas de
producdo, dos testes de selecdo e dos ensaios de biorremediacdo, foi utilizada uma cabine
de seguranca bioldgica (modelo 400, Pachane, Brasil), autoclave (modelo Vitale Plus,
Cristéfoli Biosseguranca, Brasil) para esterilizacdo dos materiais e solucgdes, agitador
vortex (modelo S0200, Labnet International, EUA) e incubadora microbioldgica
(modelo B 6120, Thermo Electron Corporation, Alemanha) para crescimento de
micro-organismos em meio sélido. Para o estudo de sele¢cdo dos micro-organismos e
ensaios de biorremediacdo foi utilizado ainda, um agitador orbital (modelo Excella E25,
New Brunswick, EUA) para crescimento dos micro-organismos em meio liquido. Nos
estudos de tolerancia frente a diferentes concentrac6es de metais foram utilizados também
uma centrifuga (modelo 5424, Eppendorf AG, Alemanha) e um espectrofotdmetro (modelo
Biomate 3S, Thermo Scientific, Alemanha).

Para a identificacdo molecular por material genético foi utilizado um agitador com
controle de temperatura (modelo 5355, Eppendorf AG, Alemanha), uma cuba de
eletroforese (modelo Powerpac 300, Bio-Rad Laboratories, EUA), um transiluminador UV
(modelo Universal Hood IlI, Bio-Rad Laboratories, EUA) e um termociclador
(modelo ProFlex PCR System, Applied Biosystems, EUA). Para quantificacdo do material
genético foi utilizado um fluorimetro (modelo Qubit 2.0, Invitrogen, EUA), colunas de
purificacdo e uma plataforma de sequenciamento (modelo AS 3500XL Genetic Analyzer,
Thermo Fisher Scientific - Applied Biosystems, EUA).

O armazenamento dos micro-organismos durante todos os processos foi feito em

geladeira com temperatura de aproximadamente 4 °C.
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4.1.4 Outros equipamentos utilizados

Com o objetivo de efetuar uma pré-caracterizagdo das amostras, foi feitaa
determinacéo do pH, cor, concentracdo de NaCl, TOC, solidos totais e turbidez em quatro
amostras de aguas de producéo obtidas a partir da extracdo do petrdleo.

Para a determinacdo do pH foi utilizado um papel indicador de pH (Merck,
Alemanha). A determinacédo de cor foi feita através da comparacdo das amostras originais
com um disco de concentracfes conhecidas de Pt e Co (NesslerQuanti 200, Policontrol,
Brasil). A determinacdo de NaCl foi baseada na concentracéo de Cl presente nas amostras.
Para isso, foi feita a determinagdo por cromatografia de ions utilizando um cromatégrafo
equipado com um sistema de supressdo quimica (modelo 850 Professional IC, Metrohm,
Suica), uma pré-coluna (modelo Metrosep A supp 4/5 Guard, 5 X 4 mm de diametro,
5 um de diametro de particula, Metrohm, Suica), uma coluna de troca iénica com grupos
de ambnio quartenario suportados em poli(alcool vinilico) com 250 x 4 mm de d. i. e
5 um de didmetro de particula (modelo Metrosep A Supp 5, Metrohm, Suica) e um detector
de condutividade. A fase mdvel utilizada foi uma solugdo de Na2COs 3,2 mmol L? e
NaHCOs; 1 mmol L* com uma vazdo de 0,7 mL min*, sendo usada uma alca de
amostragem de 100 pL.

Para a determinagdo de solidos totais foram utilizados cadinhos de Pt, previamente
descontaminados com HNOz 10%, chapa de aquecimento (modelo MA239, Marconi,
Brasil) e estufa (modelo 400-2ND 200 °C, Ethik Technology, Brasil). Para a determinacgéo
de turbidez foi utilizado um turbidimetro (modelo Ap-2000, Policontrol, Brasil).

4.2 AMOSTRAS, REAGENTES E SOLUCOES DE REFERENCIA

Quatro amostras de aguas de producdo obtidas a partir da extracdo de petrdleo,
nomeadas por A, B, C e D foram utilizadas. A amostra B foi escolhida para a otimizacéao
do método MW-UV devido a maior quantidade de amostra disponivel para o0s
experimentos. As amostras de aguas de producéo A, B e C sdo oriundas da cidade de Séo
Mateus no Espirito Santo, ambas provenientes da mesma plataforma onshore, entretanto
coletadas em diferentes unidades nesta plataforma. A amostra de &gua de producdo de
petroleo nomeada por D foi coletada na cidade de Sergipe.

Para o preparo de solucdes, foi utilizada agua ultrapura, a qual passou por um
processo de destilacdo e deionizacdo em uma coluna de troca idnica e, posteriormente,
purificada em um sistema Milli-Q (modelo Milli-Q, Millipore, EUA) com resistividade

minima de 18,2 MQ cm a 25 °C. O &cido nitrico concentrado (Merck, Alemanha) utilizado
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na decomposicdo das amostras foi previamente purificado em sistema sub-boiling (modelo
Distillacid BSB-939-1R, Berghof, Alemanha). Peréxido de hidrogénio (30%, Synth, Brasil)
foi utilizado como reagente auxiliar.

Para as determinacdes de TOC, as solucbes de calibragdo do analisador foram
preparadas a partir da dissolucéo de hidrogenoftalato de potéssio (Synth, Brasil) em agua,
na faixa de 0,5 a 20 mg L™ de C. Para a determinacéo da acidez residual, uma solugéo de
hidroxido de potassio (Vetec, Brasil) 0,1 mol L foi preparada, sendo previamente
padronizada comhidrogenoftalato de potassio (Synth, Brasil).

Para a calibragdo em baixas concentrac6es no equipamento de ICP-OES, as solucGes
de referéncia foram preparadas a partir da diluicdo sequencial de uma solugdo estoque
multielementar contendo 10 mg L™ dos analitos (Plasma Cal SCP33MS, SCP Science,
Canadd) em HNOs 5% (v/v). A calibracdo do equipamento foi feita na faixa de
10 a 100 pg L. Para a calibragdo em altas concentragdes, as solugOes de referéncia foram
preparadas a partir da diluicdo sequencial de uma solucédo estoque multielementar contendo
1000 mg L dos analitos (ICP Multi-element standard solution 1V, Merck, Alemanha) em
HNOs; 5% (v/v). A calibragdo do equipamento foi feita na faixa de 0,5 a 20mg L™
itrio (1000 mg L, SCP Science, Canada) e Sc (1000 mg L%, SCP Science, Canada) foram
utilizados como padrao interno para a determinacdo dos analitos na concentracao final de
1mgL™

A avaliacdo da exatiddo do método MW-UV foi feita através da decomposicdo de
CRM (SCP Science EP-H-3 drinking water high, Canada) e, através de experimentos com
fortificacéo de analito. A fortificacdo dos analitos foi feita pela adicdo de uma concentragéo
conhecida de solucdo de referéncia (Plasma Cal SCP33MS, SCP Science, Canada) para 0s
analitos em baixas concentracdes na ordem de pg L™ e (ICP Multi-element standard
solution IV, Merck, Alemanha) para os analitos em altas concentracfes na ordem de
mg L, diretamente nas amostras, ou seja, antes da etapa de preparo de amostras.

Para o crescimento e desenvolvimento dos micro-organismos foram preparados
meios nutritivos ricos Luria-Bertani (LB, composicdo: 10 g L™ triptona, 5 g L™ de extrato
de levedura e 5 g L™ de NaCl) e Sabouraud (Sh, composicdo: 20 g L™ de glicose e
10 g Lt de NaCl) (Sigma-Aldrich, EUA), onde o preparo foi feito pela dissolugdo desses
meios em agua. Para utilizar o meio solido foi adicionado aos meios de cultivo,
20 g L de agar (Sigma-Aldrich, EUA). B. subtilis ATCC® 6633 VITROIDS 10000 UFC
(unidades formadoras de col6nia) (Sigma-Aldrich, EUA) foi utilizado como

micro-organismo de referéncia para 0s ensaios de interacdo com 0s metais onde 0 meio
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utilizado foi 0,5% de glicose (Sigma-Aldrich, EUA) e 0,1% NH4NOs (Merck, Alemanha).
Sais de FeClz hexahidratado (Synth, Brasil), CaCl. anidro (Merck, Alemanha),
MgCl, hexahidratado (Synth, Brasil), BaCl. (Synth, Brasil) e SrCl> hexahidratado
(Synth, Brasil) foram utilizados para os ensaios de interacdo da bactéria com o metal.
Para a calibracdo no equipamento de F AAS para a determinacdo de Ca, Fe e Mg, as
solugdes de referéncia foram preparadas a partir da diluicdo sequencial de uma solucao
monoelementar estoque preparada a partir dos sais de CaCl, anidro, FeCls hexahidratado e
MgCl. hexahidratado contendo 1000 mg L*em HNOs 2% (v/v). A calibragdo do
equipamento foi feita na faixa de 1 a 5 mg L para Ca,1 a 4 mg L™ para Fe e 0,15 a

0,50 mg L™ para Mg.

4.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
4.3.1 Métodos de preparo de amostraspara aguas de producdo provenientes da
extracao do petréleo
Neste trabalho, foram investigados dois métodos de decomposi¢do para o preparo
das aguas de producdo visando aposterior determinacdo de metais. Os procedimentos
utilizados para cada método estdo descritos a seguir. Cabe destacar que a otimizacdo do
método de MW-UV foi feita para a amostra B e posteriormente, as melhores condicoes
foram aplicadas para o tratamento de todas as amostras. O método MW-AD foi aplicado
para todas as amostras de aguas de producdo usando condicBes similares as que foram
otimizadas para o método de MW-UV. Na Figura 4 é apresentado um fluxograma no qual

estdo esquematizados os procedimentos utilizados e os parametros avaliados.
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Aguas de producéo de petroleo

8 g de amostra
0 a4 mol L de HNO;,
0a2mLde H,0, 30%

Programa de aquecimento:
200 a 850 W
10 a 30 min de aquecimento

Determinacéo de Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn,
Na, Ni, Pb, Sr, V e Zn por ICP-OES

Figura 4. Pardmetros avaliados para a decomposi¢do de aguas de producdo de petrdleo e
posterior determinacéo de metais por ICP-OES.

4.3.1.1 Decomposicdo assistida por radiacdo micro-ondas combinada a radiacao
ultravioleta (MW-UV)

Na decomposigéo assistida por radiagdo micro-ondas e ultravioleta foram avaliados
alguns parametros, tais como, concentracdo de HNOs, volume de H2O2 e programa de
aquecimento. Massas de 8g de aguas de producao foram pesadas e transferidas diretamente
para frascos de quartzo, juntamente com 0,8 mol L de HNOs e 0,4 mL de H20,. Apds a
adicdo dos reagentes, os dispositivos de PTFE e as lampadas de UV foram posicionados
dentro dos frascos, que foram fechados. O rotor contendo os frascos foi posicionado no
interior da cavidade do forno de micro-ondas e, o programa de aquecimento foi iniciado.
O programa de aquecimento foi investigado variando a poténcia da radiagdo micro-ondas
e 0 tempo de aquecimento. O programa otimizado foi de 700 W por 15 min (5 min de
rampa) e, 0 W por 20 min (etapa de resfriamento). A temperatura e a pressdo maximas do
sistema foram ajustadas em 250 °C e 80 bar, respectivamente.

Ap0s a decomposicao, os digeridos foram transferidos para frascos volumétricos e
diluidos a 25 mL com agua ultrapura. Os frascos, as lampadas UV e o0s
dispositivos de PTFE, utilizados na decomposicdo, foram descontaminados com
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8 mL de HNOz concentrado sob aquecimento por radiagdo micro-ondas por 15 min
a 900 W. Os experimentos foram feitos em triplicata.

4.3.1.2 Decomposicao assistida por radiacdo micro-ondas (MW-AD)

A decomposicéo assistida por radiagdo micro-ondas foi feita com o objetivo de
comparar a eficiéncia de decomposicdo com o método proposto (MW-UV). As amostras
de aguas de producédo foram pesadas e transferidas diretamente para os frascos de quartzo,
sem a utilizacdo das lampadas de UV e dos dispositivos de PTFE. As condigdes utilizadas
foram similares quando foi feita a decomposicdo por MW-UV, 8 g de amostra,
0,8 mol L't de HNO3 e 0,4 mL de H20.. O programa de aquecimento foi de 700 W por
15 min (5 min de rampa) e, 0 W por 20 min (etapa de resfriamento). A temperatura e a
pressdo maximas foram ajustadas em 280 °C e 80 bar, respectivamente. Os experimentos

foram feitos em triplicata.

4.3.2 Determinacdo de C e acidez

Com o objetivo de avaliar a eficiéncia de decomposicdo dos métodos
MW-UV e MW-AD foi feita a determinacdo do TOC nas solugdes finais utilizando um
analisador elementar de C. Para remover o carbono inorgénico dissolvido antes da
determinacio de C, as amostras foram previamente acidificadas com 0,01 mol L de HCI
e foi feita uma purga com Oz durante 3 min. A temperatura do forno para a queima da
amostra foi de 850 °C.

Para a determinacéo da acidez, primeiramente foi feita a dissolugdo do KOH em agua
a fim de se preparar uma solugdo de concentragdo final aproximadamente 0,1 mol L.
Esta solucdo foi posteriormente padronizada com padrdo primario de biftalato de potassio.

Ap0s a padronizacgdo, procedeu-se a titulacdo das amostras.

4.3.3 Determinacao dos analitos por ICP-OES e por F AAS

Para verificar a aplicabilidade do método proposto por MW-UV, apds a
decomposi¢do das amostras de aguas de producéo foi feita a determinacdo de metais por
ICP-OES nos digeridos. Foi utilizada uma solucdo de Sc na concentracdo final de
1 mg L como padrdo interno. Os valores encontrados para Ba, Ca, Fe, Mg e Sr foram
usados como referéncia para o0s estudos posteriores de remogdo de metais por

micro-organismos.
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Para verificar a eficiéncia do processo de biorremediacdo usando 0s
micro-organismos selecionados, foram feitas determinagdes de Ca, Fe e Mg por F AAS
ap0s 0s ensaios de interacdo, tanto no sobrenadante, como nas solucGes de lavagem e nas
solucgdes apds a decomposicdo da biomassa. Para a determinacéo de Ca e Mg foi utilizada
solugdo de Schinkel, tanto para as solucbes de referéncia usadas para a calibragdo do
equipamento quanto para os brancos e solugdes obtidos ap6s a interacdo dos
micro-organismos. Esta solucdo é composta por CsCl 1% (m/v) e LaClz 10% (m/v),
utilizados como supressor de ionizagédo e formador de 6xidos, respectivamente.

Para verificar a eficiéncia do processo de biorremediagéo para a remocao de Ba e Sr
foram feitas as determinagdes por ICP-OES ap6s os ensaios de interacdo, tanto no
sobrenadante, como nas solucdes de lavagem e nas soluces apOs a decomposicdo da

biomassa. As condic@es utilizadas foram descritas anteriormente.

4.3.4 Avaliacdo da exatiddo do método MW-UV

A avaliacdo da exatiddo do método de MW-UV foi feita através da decomposicao de
CRM com matriz semelhante as amostras. Para isso, 0 CRM (EP-H-3 drinking water high)
foi decomposto nas condi¢fes otimizadas que foram aplicadas as amostras
(0,8 mol L de HNOs; e 0,4 mL de H20) e, posterior a decomposigdo, foi feita a
determinacdo de Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Sr, V e Zn por
ICP-OES. Além disso, a avaliacdo da exatiddo do método foi feita também através da
fortificacdo dos analitos nas amostras, onde uma solugdo multielementar de concentracédo

conhecida foi adicionada as amostras antes da etapa de decomposic¢éo por MW-UV.

4.3.5 Estudo com 0s micro-organismos
4.3.5.1 Isolamento dos micro-organismos presentes nas aguas de producéo
Primeiramente, foi feito o isolamento de micro-organismos que estdo presentes
naturalmente nas amostras de dguas de producéo selecionadas. Para isso, foi feitoo indculo
das amostras em meio de cultivo proprio para crescimento geral (Luria Bertani, LB).
As quatro amostras de &guas de producdo disponiveis para realizacdo deste trabalho,
nomeadas por A, B, C e D, foram utilizadas. Uma aliquota de 50 mL de cada amostra foi
filtrada em membrana Millipore 0,22 um e o material retidofoi ressuspendido em
500 pL de &gua ultrapura. A solugdo obtida da ressuspensdo, denominada concentrada,
foi diluida em séries de 100 e 1000 vezes devido & alta concentracdo de material retido.

Aliquotas de 50 pL da solugéo concentrada e das dilui¢cBes foram pipetadas e, espalhadas
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com o auxilio de uma algca de Drigalski, em meios sélidos LB e Sabouraud (Sb),
previamente autoclavados a 1 bar e 120 °C e vertidos em placas de Petri, para crescimento
de bactérias e fungos, respectivamente. Os cultivos foram mantidos a 30 °C por 24 h e,
devido ao crescimento de diferentes micro-organismos (visualmente detectados) em uma
mesma placa, foi feito um isolamento das col6nias morfologicamente diferentes. Para isso,
com o auxilio de uma alca de platina estéril, as diferentes col6nias foram coletadas e, em
seguida, foram semeadas em novas placas de meio LB e Sb sdlido. As placas foram
mantidas a 30 °C por 24 h. Os isolamentos foram repetidos até que se obtivessem culturas
de micro-organismos puras, sem contaminages visiveis. Para isso, o isolamento foi feito
pela técnica de esgotamento, onde é possivel separar 0 micro-organismo de interesse da

contaminacéo.

4.3.5.2 Selecédo dos micro-organismos por tolerancia aos metais em meio nutritivo e em
meio minimo

Considerando o objetivo da utilizacdo dos micro-organismos isolados para a remogao
de metais por contato direto entre célula e metal, foi feita uma selecdo em virtude da
tolerancia desses micro-organismos isolados frente a diferentes concentragdes de Ba, Ca,
Fe e Sr. Para isso, placas de meio de cultura LB e Sh, contendo 40 mg L™ de Ba,
40 mg L Fe, 140 mg L* de Sr e 3500mg L* de Ca, foram feitas. As concentracdes dos
elementos foram adicionadas nos meios de cultura ainda liquidos e foi feita a
homogeneizacdo. Apds a geleificagdo dos meios de cultura contendo os metais nas placas
de Petri, estas foram semeadas com os diferentes micro-organismos isolados. O perfil de
desenvolvimento das coldnias foi observado a cada 24 h por 4 dias.

Outra selecdo para tolerancia dos isolados frente as condi¢fes encontradas nas aguas
de producdo foi feita. Devido a pouca disponibilidade de fontes de C para o
desenvolvimento de micro-organismos em aguas de producao, foi utilizadoum meio pobre,
constituido por 0,5% de glicose e 0,1% de NH4NO3. Neste experimento, foram utilizados
apenas 0s micro-organismos selecionados na primeira etapa, ou seja, os isolados que nao
apresentaram crescimento de coldnias em meio LB ou Sb foram descartados. O perfil de
desenvolvimento das colonias foi observado a cada 24 h por 4 dias. Destaca-se que foram
feitos brancos analiticos desses ensaios, 0s quais se caracterizaram por ndo conter
concentragdes dos metais e nestes, também foram semados os diferentes

micro-organismos.
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4.3.5.3 Identificacdo molecular por sequenciamento de DNA

Para a extracdo de &cidos nucleicos totais dos isolados tolerantes aos metais, 0s
mesmos foram cultivados em meio LB (e/ou Sh) com agitacdo de 200 rpm a 30 °C por
24 h em erlenmeyers de 250 mL. Aliquotas de 2 mL dos cultivos foram recuperadas e
centrifugadas (14000 rpm por 10 minutos), sendo o sobrenadante descartado e o pellet
lavado com &gua destilada estéril. A extracdo de &cidos nucleicos foi realizada adaptando
o protocolo estabelecido por Green, M. R. e Sambrook, J.”°, empregando pérolas de vidro
e fenol-cloroférmio. Para a remocéo de RNAs, as amostras foram tratadas com RNAse
(1 pL de uma solucdo de 100 pug pL?), sendo entéo incubadas a 37 °C por 1 hora. A fim de
avaliar a qualidade da extracdo de DNA resultante, eletroforese em gel de agarose 0,8% foi
utilizada. As amostras foram armazenadas a -20 °C até a sua utilizacao.

Para a obtencdo da regido de DNA especifica para identificacdo dos
micro-organismos isolados, foram utilizados primers de amplificacdo das regides 16S do
rRNA ribossomal e ITS (Internal Transcribed Spacer) de leveduras, sendo feita uma reacéo
em cadeia da polimerase (PCR) para amplificacdo dos fragmentos. As condi¢es utilizadas
para a multiplicacdo da regido 16S foi: desnaturacao inicial a 94 °C por 10 min, 35 ciclos
(94°C por 30 s, 55 °C por 30 s, 72 °C por 2 min) e 10 min de extensao final a 72° C.
As condicOes utilizadas para a multiplicacdo da regido ITS foi: desnaturacdo inicial de
94 °C por 5 min (60 °C por 1 min, 72 °C por 1 min, 94 °C por 1 min, 60 °C por 2 min e
72 °C por 10 min).

A fim de confirmar a correta amplificacdo das regides de interesse foi feito uma
eletroforese em gel de agarose 0,8% (~1,5 kb para 16S e ~ 0,5 kb para ITS). As bandas do
gel correspondentes ao material amplificado na etapa de PCR foram excisadas diretamente
em um transluminador UV e o material genético extraido da agarose por aguecimento em
agitador com controle de temperatura. Apos, os fragmentos de interesse foram purificados
com o auxilio do kit de purificacdo Purelink™ (Invitrogen). Para avaliar a qualidade e
concentragdo das amostras purificadas o equipamento Nanodrop (Thermo Fisher
Scientific) foi utilizado.

O sequenciamento foi realizado pela ATCGenes analises moleculares (Centro de
Biotecnologia, UFRGS) em um sequenciador AS 3500xI Genetic Analyzer — Applied
Biosystems. As sequéncias de nucleotideos obtidas foram tratadas e alinhadas para
obtencdo de contigs na ferramenta PHPH disponibilizada pela Embrapa.”™ Os resultados
foram comparados com as sequéncias de nucleotideos de espécies de referéncia utilizando
a ferramenta NCBI BLAST."
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4.3.5.4 Testes de sensibilidade dos micro-organismos a concentracfes crescentes dos
analitos

Para a avaliacdo da tolerancia especifica frente as concentracfes de Ba, Ca, Fe, Mg
e Sr, foi feito um experimento para observar a sensibilidade do micro-organismo de
referéncia e dos micro-organismos isolados frente a concentrages crescentes de
cadametal. Para isso, 0s micro-organismos isolados (A Sb 1 e A Sb 3) e o de referéncia
B. subtilis (ATCC 6633) foram cultivados em meio liquido LB (30 °C por 24h a 200 rpm).
Ap0s o cultivo, foi feita a centrifugacao para a remocéo de todo conteddo nutritivo do meio
seguido por duas lavagens com agua estéril.

A concentracdo de células foi entdo padronizada para densidade dptica (OD) em
600 nm de 0,8 de absorbancia em espectrofotbmetro a 600 nm. Esta determinacdo da
turbidez do meio em espectrofotbmetro € utilizada para inferir o crescimento celular
(método CellGrowth). Apds, esta concentracdo de células foi diluida em séries de 10, 100,
1000 e 10000 vezes. Uma aliquota de 3 pL de cada dilui¢do, incluindo a concentrada, foi
dispensada em placas de meio solido LB contendo diferentes concentracGes de cada
analito, variando de 1 a 10 vezes a concentracdo do metal.

Apos as 24 h de ensaio, foi observado visualmente o crescimento das coldnias de
micro-organismos que foram tolerantes as concentragdes de cada analito. Os ensaios foram

feitos em duplicata.

4.3.6 Ensaios de biorremediacédo em soluces sintéticas

Para avaliar o potencial de aplicacdo dos micro-organismos na remocao de Ba, Ca,
Fe, Mg e Sr, o Fe foi inicialmente avaliado. Para isso, foi feito um planejamento fatorial 22
com duas variaveis independentes, tempo e quantidade de célula, onde o tempo variou de
1 a 60 min e a quantidade de células, expressa por OD em 600 nm, variou de
0,4 a 1,2 abs. O planejamento incluiu 4 pontos axiais e 3 repeti¢cdes do ponto central,
totalizando 11 ensaios. As concentracfes dos metais usadas para 0s ensaios de
biorremediacdo foram baseadas nas determinacdes feitas anteriormente por ICP-OES ap06s
a decomposicdo das amostras de dguas de producdo por MW-UV. A seguir, na Tabela 3 é
mostrada a matriz com delineamento experimental utilizada assim como a matriz obtida

para realizacdo dos ensaios.
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Tabela 3. Matriz complanejamento fatorial e valores obtidos para fazer os ensaios.

_ Quantidade de _ Quantidade de células
Ensaios Tempo Tempo (min)
células (OD em 600 nm em abs)

1 -1 -1 9 0,520
2 +1 -1 51 0,520
3 -1 +1 9 1,08
4 +1 +1 51 1,08
5 -1,41 0 1 0,800
6 +1,41 0 60 0,800
7 0 -1,41 30 0,400
8 0 +1,41 30 1,20
9 0 0 30 0,800
10 0 0 30 0,800
11 0 0 30 0,800

Para realizacdo destes ensaios, foi preparada uma amostra sintética onde foi utilizado
um meio pobre em nutrientes (0,5% glicose e 0,1% de NHsNOs3) que continha
40 mg Lt de Fe. Apds o preparo do meio contendo Fe, uma aliquotade 18 mL foi
adicionada em um frasco de polipropileno (50 mL) juntamente com 2 mL de células na
condicdo de OD em 600 nm otimizada pelo planejamento fatorial. Os frascos contendo a
interacdo célula-metal, bem como os respectivos controles (controle negativo: somente
metal e controle positivo: somente célula), foram incubados em agitador orbital a 30 °C
por até 60 min com agitacdo de 200 rpm. Ap0s a interacdo, as células foram separadas por
centrifugacdo a 9000 rpm por 10 min e o sobrenadante foi armazenado. O material s6lido
(células com metal internalizado ou fortemente aderido) foi armazenado a 4 °C.

O sobrenadante foi analisado por F AAS para a determinacgéo da concentragdo de Fe
e posterior célculo de remocdo. Todos os ensaios foram realizados em duplicata e o
micro-organismo comercial B. subtilis (ATCC 6633) foi utilizado para as interagoes.

Para Ca e Mg, o planejamento fatorial foi similar, entretanto a concentragéo de Ca e
Mg para as interacdes foram de 500 mg L. Os ensaios foram procedidos de maneira
similar, adicionando 18 mL de meio contendo o metal respectivo juntamente com 2 mL de
celulas na condicdo de OD em 600 nm otimizada pelo planejamento fatorial. Apés a

interacdo, as células foram separadas por centrifugacdo a 9000 rpm por 10 min e 0
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sobrenadante foi armazenado e posteriormente analisado por F AAS. Todos ensaios foram
feitos em triplicata.

Os resultados obtidos foram avaliados utilizando o método de superficie de resposta
e, todos os resultados foram analisados estatisticamente utilizando o software Statistic
V.12.5 (Statsoft).

Para as interagdes do micro-organismo B. subtilis com Ba e Sr, foram utilizadas as
condicdes otimizadas nos planejamentos fatoriais feitos para Ca, Fe e Mg. Os ensaios
foram feitos adicionando 18 mL de meio contendo o respectivo metal juntamente com
2 mL de células na condicao de 1,08 abs de OD em 600 nm e 9 min de tempo de interacao
e 2,2 abs de OD em 600 nm e 30 min de interagdo. A concentracdo de Ba e Sr para estes
ensaios de interacdo foi de 40 e 140 mg L™, respectivamente. Apds a interagdo, as células
foram separadas por centrifugacao a 9000 rpm por 10 min e o sobrenadante foi armazenado

e posteriormente analisado por ICP-OES.

4.3.6.1 Ensaios de balanco de massa

Para avaliacdo da concentracdo de metal presente nas paredes do micro-organismo
foi feita a lavagem do material solido (células com metal internalizado ou fortemente
aderido), armazenado apds as interagdes, com 10 mL de HNOz 10%. A solugdo de lavagem
foi agitada por 2 min em agitador vortex e centrifugada. Foi utilizado um microscépio
(modelo Axioskop 40, Zeiss, Alemanha) para visualizar a integridade das paredes celulares
do micro-organismo e, o sobrenadante foi separado para ser analisado por F AAS (Ca, Fe
e Mg) e por ICP-OES (Bae Sr).

Apbs a lavagem, foi adicionado na biomassa armazenada 4 mL de HNOz 50% para
a decomposicdo por via Umida em bloco digestor (modelo DK heating digester,
Velp Scientifica, Italia) a 130 °C por 30 min. Posterior a decomposi¢éo, os digeridos foram
transferidos para frascos de polipropileno e diluidos a 15 mL com &gua ultrapura para
anélise por F AAS e ICP-OES.

Ap0s a interacdo do micro-organismo com o respectivo metal, a etapa de lavagem e
a etapa de decomposi¢do da biomassa, foram feitos os calculos para o balango de massa.

Foram entdo calculadas a porcentagem (%) de recuperacédo para cada metal analisado.
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4.3.7 Ensaios de biorremediacdo nas amostras de aguas de producao

Para avaliar o potencial de aplicagcéo do B. subtilis na remocéo de Ba, Ca, Fe, Mg e
Sr nas quatro amostras de aguas de producdo selecionadas para a realizacdo deste trabalho,
foi aplicada a condicdo otimizada nos ensaios de biorremediacdo, feitos nas solucdes
sintéticas, para cada analito. Para isso, as amostras nomeadas A, B, C e D foram
centrifugadas e o sobrenadante foi separado e diluido 10 vezes. As amostras diluidas foram
separadas em varias aliquotas para a fortificacdo de cada analito. Foram adicionados
40, 500, 40, 500 e 140 mg L* para Ba, Ca, Fe, Mg e Sr, respectivamente.

Para proceder com a interagdo com o micro-organismo B. subtilis, uma aliquota de
cada amostra fortificadade 18 mL foi adicionada em um frasco de polipropileno (50 mL)
juntamente com 2 mL de células na condicdo de OD em 600 nm otimizada por cada
planejamento fatorial, como segue na Tabela 4.

Os frascos contendo a interagdo celula-amostra, bem como os respectivos controles
(controle negativo: somente amostra e controle positivo: somente célula), foram incubados

em agitador orbital a 30 °C com agitacdo de 200 rpm.

Tabela 4. Condigdes utilizadas nos ensaios de biorremediacdo nas amostras de aguas de
producdo utilizando B. subtilis.

Analito Amostra OD em 600 nm, abs . TemE’O de_
interacdo, min
A B,CeD
Ca . 2,2 30
(fortificadas com 500 mg L de Ca)
A B,CeD
Ba . 2,2 30
(fortificadas com 40 mg L™ de Ba)
A B,CeD
Fe - 1,08 9
(fortificadas com 40 mg L™ de Fe)
A B,CeD
Mg . 1,08 9
(fortificadas com 500 mg L™ de Mg)
A B,CeD
Sr 2,2 30

(fortificadas com 140 mg L de Sr)

Apos a interacdo, as células foram separadas por centrifugacdo a 9000 rpm por

10 min e o sobrenadante foi separado para analise. A biomassa de micro-organismos foi

armazenada para posterior lavagem e decomposic¢ao, com o objetivo de calcular o balanco
de massa para cada metal e para cada amostra de agua de producdo de petroleo.
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Para avaliar o potencial de aplicagdo dos micro-organismos isolados A Sb 1 e
A Sb 3 naremocdo de Ba, Ca, Fe, Mg e Sr, foram selecionadas para os ensaios as amostras
denominadas A e C. Para prosseguir com os ensaios de biorremediacéo, foram aplicadas
as condicdes otimizadas anteriormente, feitas nas solucdes sintéticas para cada analito.

As amostras A e C foram centrifugadas e o sobrenadante foi separado e diluido
10 vezes. Similiar aos ensaios de biorremediagdo nas amostras de &guas de producéo
utilizando B. subtilis, as amostras diluidas foram separadas em varias aliquotas para a
fortificacdo de cada analito. Foram adicionados 40, 500, 40, 500 e 140 mg L™ para Ba, Ca,
Fe, Mg e Sr, respectivamente.

Para a interacdo com 0s micro-organismos isolados A Sb 1 e A Sb 3, uma aliquota
de cada amostra fortificada de 18 mL foi adicionada em um frasco de polipropileno
(50 mL) juntamente com 2 mL de células na condi¢do de OD em 600 nm otimizada por
cada planejamento fatorial. Os frascos contendo a interacdo célula-amostra foram
incubados em agitador orbital e, apds a interacdo, as células foram separadas por
centrifugacdo e o sobrenadante foi separado para anélise.

A biomassa de micro-organismos foi armazenada para posterior lavagem e
decomposicdo, com o objetivo de calcular o balangco de massa para cada metal. Todos

ensaios foram feitos em triplicata.

4.3.8 Ensaios de biorremediacdo em solucBes multielementares utilizando

Bacillus subtilis, ASb1e ASb 3

Para avaliar o potencial de aplicacdo dos micro-organismos na remocao de Ba, Ca,
Fe, Mg e Sr em solugbes multielementares foram feitas solucdes sintéticas e as
amostras A e C fortificadas, contendo todos os analitos. Para o preparo da solucdo sintética
foi utilizado um meio pobre em nutrientes (0,5% glicose e 0,1% de NH4NOs3) que continha
40, 500, 40, 500 e 140 mg L de Ba, Ca, Fe, Mg e Sr. Para o preparo da amostra fortificada,
as amostras nomeadas A e C foram centrifugadas e o sobrenadante foi separado e diluido
10 vezes. As amostras diluidas foram separadas em aliquotas para a fortificacdo de todos
os analito na mesma condi¢do de concentragdo na solucéo sintética.

Os ensaios de biorremediacdoforam feitos aplicando as condi¢des otimizadas nos
planejamentos e foram utilizados B. subtilis, A Sb 1 e A Sb 3 para a remoc¢éo dos analitos.
Apos as interacdes, 0 sobrenadante foi separado para andlise, a biomassa centrifugada foi
lavada e ap0s foi decomposta para os célculos de balango de massa. Todos 0s ensaios foram

feitos em triplicata.
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Na Figura 5 é mostrado um fluxograma que sintetiza as trés linhas principais que o
trabalho foi separado, bem como todas as etapas que foram avaliadas.
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Figura 5. Fluxograma das trés linhas principais do trabalho que visa o tratamento de aguas de producédo de petréleo, bem como todas as etapas

avaliadas.
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5 RESULTADOS

PARTE 1

A apresentacao e discussdo dos resultados foi dividida em duas partes principais,
de acordo com os objetivos do presente trabalho. Na primeira parte, sdo apresentados
os resultados do desenvolvimento do método de preparo de amostra por MW-UV para
decomposicao das aguas de producéo provenientes da extracdo de petréleo visando a
posterior determinacédo de metais.

Na segunda parte dos resultados, séo apresentados os resultados envolvendo o uso
de micro-organismos para a remocdo de metais, onde foramfeitos o isolamento e a
selecdo dos micro-organismos presentes naturalmente nas amostras, caracterizagao

dos mesmos e apds, foram feitos os estudos de biorremediagao.
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5.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO DE PREPARO DE AMOSTRAS POR
MW-UV PARA DECOMPOSICAO DE AGUAS DE PRODUGCAO PARA
POSTERIOR DETERMINACAO DE METAIS

5.1.1. Caracterizagdo das amostras

Quatro amostras de aguas de producdo obtidas a partir da extracdo de petréleo,
nomeadas por A, B, C e D (Figura 6) foram utilizadas neste trabalho. Algumas
caracteristicas das amostras foram, previamente, determinadas as quais estdo mostradas

na Tabela 5.

%'
1

Figura 6. Amostras de aguas de producdo de petroleo obtidas a partir da extracéo de

petréleo, nomeadas por A, B, C e D.

Tabela 5. Caracteristicas das &guas de producéo obtidas a partir da extracdo do petroleo

utilizadas neste trabalho.

Agua de producio de petroleo

Parametro

A B C D
pH 6-7 6-7 6-7 6-7
Cor, mg L Pt/Co >70 >70 >70 > 70
NaCl, % 2,17 £ 0,27 1,31+ 0,04 533+0,19 2,36 £ 0,45
TOC, mg L* 155+3 41617 120+£2,2 29,7+£10
Solidos totais, g L™ 0,29 £0,03 0,12+0,01 0,19%+0,01 0,43 £0,02
Turbidez, NTU 196 19 18 7
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Como é possivel observar atraves da Tabela 5 as amostras de aguas de producéo
estudadas neste trabalho possuem caracteristicas bem variadas, onde a amostra A
apresenta um alto teor de TOC em relacdo as demais amostras de guas de producgéo e
a amostra D possui um alto teor de solidos totais. Em geral, a concentracao de CI™ nestas
amostras foi de aproximadamente 2%, exceto para a amostra D que foi de 5%. Os
valores de pH ficaram na faixa de 6 -7 e os valores de cor foram superiores a
70 mg L Pt/Co para todas as amostras. Valores mais baixos de turbidez foram
encontrados para as amostras B e C, na faixa de 20 NTU, enquanto valores mais altos
foram encontrados para as amostras A e D, 196 e 77 NTU, respectivamente.

Cabe destacar que os valores de TOC obtidos para todas as amostras foram
subestimados devido a presenca de sdlidos suspensos. Para realizar a medida de TOC
no equipamento, uma aliquota foi retirada do sobrenadante a fim de ndo intupir a seringa
do autosampler e consequentemente, danificar o equipamento.

Ap0s a caracterizacdo das amostras, foi feito o estudo dos métodos de preparo de
amostras visando o tratamento das aguas de producdo para posterior caracterizacao
guanto a concentracdo de metais. Esta etapa é necessaria tendo em vista que a
caracterizacdo das amostras é uma etapa complexa e, para poder desenvolver métodos
adequados para a remocdo de metais é preciso, inicialmente, ter conhecimento da
constituicdo quimica das amostras. Para isso, 0s métodos de MW-UV e MW-AD foram

investigados.

5.1.2 Decomposicgao assistida por radiacdo micro-ondas e ultravioleta (MW-UV)

Embora as aguas de producdo apresentem diversas caracteristicas diferentes,
apenas uma amostra foi escolhida para a otimizacdo do método proposto tendo em vista
o volume de amostra disponivel para execucao de todo o trabalho. Inicialmente, para a
otimizacdo do método por MW-UV, foi escolhida a amostra B, que foi a amostra
selecionada devido ao maior volume disponivel para os experimentos.

Primeiramente, foi feita a avaliagcdo do programa de aquecimento onde uma massa
de 8 g de amostra, juntamente com 4 mL de HNO3z e 2 mL H2O foi submetida a
decomposicdo. O volume total de reagentes foi fixado em 14 mL com o objetivo de
cobrir toda a superficie da lampada de UV e assim, proporcionar um maior
aproveitamento da emissdo de radiacdo UV no meio reacional. O programa de
aquecimento inicialmente usado foi de: i) 15 min até 850 W, ii) 15 min a 850 W e

iii) 20 min a 0 W, que é o programa de aquecimento recomendado pelo fabricante do
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equipamento para amostras de aguas residuais. Quando este programa foi aplicado,
verificou-se que a energia da radiacdo micro-ondas foi interrompida durante o tempo de
aquecimento devido ao aumento de presséo (o forno de micro-ondas controla a taxa de
pressdo e, dependendo do valor estabelecido, a radiacdo micro-ondas € interrompida
para evitar um aumento excessivo de presséo). Neste caso, a taxa de pressdo selecionada
foi de 0,5 bar s e, a radiagdo micro-ondas aplicada foi cerca de 700 W. Portanto, esse
valor (700 W) foi selecionado para 0s proximos experimentos.

Uma importante consideracdo é que a intensidade de radiagdo UV durante o
procedimento de decomposicao depende da energia da radiagdo micro-ondas. Portanto,
é importante selecionar uma poténcia de radiacdo micro-ondas que seja efetivamente
aplicada durante o programa de agquecimento para evitar interrupgdes da irradiacao
micro-ondas que, consequentemente, interrompe o funcionamento das lampadas UV.
Foi observado, também, que a rampa utilizada (15 min) era muito longa, e uma vez que
a pressao maxima e as temperaturas alcancadas foram inferiores aos valores méaximos
estabelecidos, a rampa foi reduzida para 5 min. E importante mencionar que mesmo
usando 5 min de rampa, a pressao e a temperatura maximas foram controladas e os
experimentos foram considerados seguros. A reducdo do tempo de aquecimento é um
fator importante na obtencéo de uma alta frequéncia analitica.

Foram também avaliados valores mais baixos de poténcia de micro-ondas que
poderiam ser eficientes para o tratamento das aguas de producdo. As seguintes poténcias
de micro-ondas foram avaliadas: 200, 350 e 500 W. Para estes estudos, a massa da
amostra e 0s volumes dos reagentes foram mantidos iguais (8 g de amostra,
4 mL de HNOs e 2 mL de H>O>), e a rampa e 0 tempo de aquecimento foram ajustados
em 5 e 30 min, respectivamente. Apds o final do programa, a concentracdo do TOC foi
determinada nos digeridos e, observou-se que valores mais baixos foram obtidos quando
foram utilizados 700 W. Este fato é esperado, uma vez que a temperatura alcancada foi
maior quando 700 W foram usados e este parametro esta diretamente relacionado a
eficiéncia de decomposicéo.

Para obter melhores condi¢des de decomposicdo, diferentes concentragdes de
HNO3 combinadas com o uso de H20, (0 a 4 moL L™ de HNOs e 0 a 2 mL de H,02)
também foram avaliadas com o objetivo de utilizar reagentes diluidos na etapa de
preparo das amostras. A concentracdo de HNO3z e o volume de H>O> foram avaliados
nas seguintes condigdes: 0, 0,8, 3,5 e 4 mol L™t de HNO3z e 0, 0,4, 1,5 e 2 mL de H,0,

onde o volume de solucdo final foi sempre mantido em 14 mL (em alguns casos, 0
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volume final foi preenchido com agua ultrapura). Esses experimentos foram realizados
usando 5 min de rampa e 30 min de aquecimento a 700 W. Foi observado que quando a
concentragdo de HNOs foi fixada e a concentragdo de H>O> foi aumentada, os valores
de TOC encontrados nas solucgdes finais foram inferiores, como ja era esperado. Esse
fato estd associado a formacédo de espécies reativas pela acdo das lampadas UV que
podem acelerar a decomposicdo da matéria organica. Embora observada uma baixa
reducdo na concentracdo de TOC quando volumes maiores que 0,4 mL de H>O> foram
usados, ndo houve uma diferenca significativa (test t, nivel de confianca de 95%) nas
concentragdes obtidas nas solucdes finais e, devido a isso, foi escolhido 0,4 mL de H20>
para 0s proximos estudos.

Como observado na avaliacdo do volume de H>O2, quando a concentracdo de
HNO3 variou de 0,8 a 4 mol L, os valores obtidos de TOC nas solucdes finais ndo
apresentaram diferenca significativa (test t, nivel de confianca de 95%), e
0,8 mol L de HNOs foi escolhido para os estudos posteriores. Considerando as
condigBes otimizadas (8 g de amostra, 0,8 mol L™ de HNOs e 0,4 mL de H20;), cerca
de 4,8 mL de agua ultrapura foram adicionados aos fracos de quartzo para manter o
volume final em 14 mL. Neste caso, a concentracdo final de HNO3z em solucédo foi de
0,8 mol L e concentracdes inferiores a 8,5 mg de L™t de TOC (RCC cerca de 20,4%)
foram encontrados para a decomposicéo da dgua de producdo B por MW-UV.

Além da otimizacdo da poténcia de micro-ondas e das concentracfes de HNOz e
H202, o tempo de aquecimento também foi avaliado. Primeiramente, a decomposi¢ao
foi feita utilizando um programa de aquecimento de 30 min (sendo 5 min de rampa), e
as solucgdes finais foram claras e sem residuos aparentes. Para reduzir o tempo de
aquecimento, 15 e 20 min foram avaliados e, observou-se que os digeridos foram claros
e sem residuos. Apos a determinacdo da concentracdo de carbono organico total, foi
observado que ndo houve diferenca significativa entre os resultados obtidos usando
tempos de aquecimento de 15 min e 20 min (teste t-student, nivel de confianca de 95%).
Quando foi utilizado um tempo de aquecimento de 10 min, observou-se que a amostra
ndo foi completamente decomposta (as solucbes finais ndo foram claras e foram
observados residuos sélidos em solucdo). Assim, o tempo de aquecimento otimizado foi
de 15 min (sendo 5 min de rampa), e ao usar esta condicdo, a concentracdo de carbono
organico total foi menor que 9 mg L (RCC inferior a 21,6%).
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Ap0s a otimizacdo do metodo proposto, condi¢cdes adequadas de decomposicédo
de aguas de producéo foram alcancadas utilizando 8 g de amostra, 0,8 mol L de HNOs,
0,4 mL de H2O, poténcia de micro-ondas de 700 W e um tempo de aquecimento de
15 min (rampa de 5 min). Essas condi¢BGes otimizadas apresentaram eficiéncia de
decomposicdo adequada quando aplicadas a quatro amostras de aguas de producdo com
caracteristicas variaveis. Apdés a decomposicdo das amostras, a reducdo do carbono
organico total foi de 98, 80, 78 e 48% para as amostras A, B, C e D, respectivamente.
Estes valores foram calculados considerando o TOC presente nas amostras originais e
os valores obtidos ap6s a decomposicdo por MW-UV. E importante mencionar que a
reducdo do TOC foi menor para a amostra “D” (cerca de 48%) em comparagao com as
outras amostras investigadas. A amostra “D” apresentou a maior concentragdo de
solidos totais e, neste caso, para a medida do TOC na amostra original (sem tratamento),
a aliquota utilizada foi retirada do sobrenadante para evitar o bloqueio da seringa do
autosampler e, consequentemente, danos ao equipamento. Este procedimento também
foi feito para as medidas de TOC em todas as amostras. Nesse caso, os valores de TOC
em amostras sem o tratamento pode estar subestimado devido a presenca de sélidos.
Este fato pode ser comprovado pelo alto teor de matéria organica (estimado usando a
demanda quimica de oxigénio (DQO)) nas amostras investigadas, que € superior a
1500 mg de Oz L1,

Além disso, a acidez residual foi determinada nos digeridos finaisobtidos por
MW-UV por titulacdo. Observou-se que a acidez residual nas solucdes finais para todas
as amostras foi menor que 0,41 mol L. Portanto, com base nos resultados obtidos e
levando em consideracdo a reducdo dos valores de TOC e a baixa acidez residual, o
método proposto é adequado para o tratamento de dguas de producdo para a posterior

determinacdo de metais.

5.1.3 Decomposicgao assistida por radiacdo micro-ondas (MW-AD)

Com o objetivo de comparar a eficiéncia de decomposicdo do método de
MW-UV, a decomposicdo da agua de producdo B também foi feita por MW-AD
utilizando as condicdes otimizadas no método de MW-UV (programa de aquecimento,
volume e concentracdo dos reagentes), sem a presenca das lampadas de UV. Na
Figura 7, é possivel observar os diferentes aspectos entre a agua de producéo original, o

aspecto da amostra ap6s a MW-AD e apds a MW-UV. As solugdes finais obtidas por
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MW-UV foram claras e sem residuos enquanto que as solugdes finais por MW-AD

foram ligeiramente amarelas e com residuos solidos.

{ e
I

<ol g
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B C

Figura 7. Aspecto da amostra original de agua de producdo de petrdleo B (A),
solucdo final obtida ap6s a MW-AD (B) e ap6s a MW-UV (C).

Com relacdo ao tempo para decomposicao e a frequéncia analitica, as condi¢bes
obtidas para os métodos MW-AD e MW-UV foram semelhantes, j& que o tempo de
aquecimento por radiacdo micro-ondas foi 0 mesmo e oito amostras foram decompostas
em 45 min (incluindo o tempo de manipulacdo, decomposicéo e resfriamento). Apesar
de ambos os métodos MW-AD e MW-UV permitirem a decomposicdo de aguas de
producdo, apenas usando o método proposto de MW-UV foi possivel decompor
totalmente todas as amostras e solucdes finais com baixos valores de RCC foram
obtidas. Usando MW-AD, algumas amostras (por exemplo, amostras B e D) ndo foram
completamente decompostas e foram observados residuos solidos e 6leo nas solugGes
finais o que impossibilitou a introducdo dessas solucBes para posterior analise. Além
disso, a MW-UV foi eficiente para decompor as amostras de aguas de producdo com
caracteristicas diferentes usando as mesmas condi¢Ges operacionais.

O método proposto utiliza 0,8 mol L de HNO3 e H20; para tratar amostras reais
de &guas de producéo, possibilitando o uso de solucdes diluidas, evitando o consumo

excessivo de reagentes e minimizando a geracdo de residuos. Consequentemente,
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melhores LOQs foram obtidos para todos os analitos. Portanto, as solugdes finais
obtidas por MW-UV foram adequadas para a posterior determinacdo de metais por
ICP-OES.

Cabe destacar que esta € a primeira aplicacéo que realiza a decomposicédo de aguas
de producdo obtidas a partir da extracdo do petroleo por MW-UV usando solucbes
diluidas. O método proposto permitiu minimizar varias desvantagens relatadas na
literatura em relacdo & etapa de preparo de amostras, como: a geracdo de grandes
volumes de residuos, o uso de reagentes toxicos, altos valores de brancos e LOQs
inadequadas para a determinagio dos analitos. E importante mencionar que, quando o
mesmo programa de aquecimento e a mesma concentragdo de reagentes foram usados
para a decomposic¢ao das amostras por MW-AD (sem a insercéo de lampadas UV dentro
dos frascos de quartzo), a decomposicdo ndo foi eficiente, pois foram observados
residuos solidos nas soluc@es finais de algumas amostras.

Portanto, 0 método MW-UV pode ser considerado uma alternativa promissora
para tratar as amostras de aguas de producdo para posterior determinacdo de metais.
E importante mencionar que esse método fornece uma eficiéncia para a reducdo nos
valores de TOC pelo menos duas vezes maior que a de o método convencional
MW-AD, mesmo usando uma solucéo diluida composta por 0,8 mol L™ de HNOs e
0,4 mL de H20- para a decomposic¢éo de 8 g de agua de producédo. O H2O2 é um reagente
adicional utilizado com elevada frequéncia devido a geracdo dos radicais OH™ que
possuem alto poder oxidante que promovem uma eficiente oxidacdo e degradacao das
espécies organicas.?’ Além disso, o contetido de solidos totais foi reduzido para valores
inferiores a 0,02 g L. Alguns trabalhos publicados na literatura observaram uma
eficiente decomposicdo com a utilizacdo do método de MW-UV e a consequente
reducdo nos valores de TOC para diversos tipos de matriz como leite em pd,
petréleo, coque de petréleo, margarina, chocolate, biodiesel, algas marinhas e aguas

naturais, 14182122

5.1.4 Determinacdo de metais por espectrometria de emissdo optica com plasma
indutivamente acoplado
Para minimizar interferéncias ndo espectrais na etapa de determinacdo de metais
por ICP-OES, como a alta salinidade, Y e Sc foram avaliados como IS. Penha et al.*®
também avaliaram a utilizacdo de IS para a determinacdo de metais em amostras de

aguas de producdo. Os autores concluiram que para Ni ndo havia a necessidade de uso
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do IS, enquanto que para Co, Cr, Fe, Mn e V foi necessaria a utilizacdo de Sc como IS.
Além disso, eles concluiram que para Se foi necessario o uso de Y como IS. A utilizacéo
de mais de um IS acaba sendo uma desvantagem para as analises pois faz-se necessario
0 uso de condicdes variaveis para a determinacdo dos analitos.*®

Para a avaliacdo do uso de Sc e Y como IS, foi feita adi¢do dos analitos a partir
de uma solucéo de referéncia nos digeridos da amostra B obtidas apds a decomposicao
por MW-UV. Na Tabela 6 sdo mostradas as recuperagdes obtidas sem o uso do IS, com

Y e com Sc.

Tabela 6. Recuperac@es (%) obtidas apds a avaliacdo do uso de padrdo interno para a
determinacéo de Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Sr, V
e Zn por ICP-OES (média + desvio padrdo, n = 3).

Analito Amostra B
Sem o uso do IS Y como IS Sc como IS

Cd 69+1 8l1+1 96 + 3
Co 75+1 89+1 92+2
Cr 85+2 102+ 4 94+ 4
Cu 94+1 109+14 104+ 4
Fe 102 £ 3 114+ 6 108 £5
Mn 90+3 100+ 2 94 +1
Ni 69+1 84 +2 901
\% 93+2 108 £1 103+ 2

Ba, Ca, K, Mg, Na, Pb, Sr e Zn: recuperagdes superiores a 90% sem o uso do IS, com o

uso de Y ou Sc como IS

Para Ba, Ca, K, Mg, Na, Pb, Sr e Zn foram obtidas recuperacGes superiores a 90%
sem o0 uso do IS, com o uso de Y ou Sc como IS. Foi observado que as recuperagdes
obtidas sem IS foram na faixa de 69 a 102% evalores inferiores (na faixa de 69 a 85%)
foram observados para Cd, Co, Cr e Ni. Para os demais elementos, foram obtidas
recuperacdes superiores a 90% sem o uso de IS. Quando Y ou Sc foram utilizados como
IS, recuperacdes superiores a 80% foram observadas para todos os analitos. Os valores

com ambos os padrées internos resultaram em recuperagdes maiores ou similaresquando
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comparados aos obtidos sem IS, principalmente para Cd e Ni (69% de recuperacéo para
ambos os analitos sem 1S), onde recuperacGes maiores de 81% foram obtidas com IS.

Escandio foi escolhido como IS para a determinag&o multielementar por ICP-OES
devido aos melhores valores de recuperacdo obtidos para a maioria dos elementos
quando comparados com os valores obtidos com Y como IS. Apesar do uso do IS ter
apresentado resultados similares quando este ndo foi utilizado para a determinacgéo de
alguns elementos, condicdes finais usando Sc foram selecionadas para estabelecer um
procedimento que permitisse a determinacdo de todos os analitos com boas
recuperacoes.

Apos a decomposicdo das amostras de aguas de produgdo por MW-UV usando
as condicOes otimizadas, foi feita a determinacédo de Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg,
Mn, Na, Ni, Pb, Sr, V e Zn por ICP-OES. Os resultados obtidos para as amostras A, B,
C e D pelo método proposto sdo mostrados na Tabela 7, bem como os LOQs para todos

os analitos.
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Tabela 7. Resultados, em pg g, obtidos para todos os analitos por ICP-OES em

amostras de &gua de producdo da extracdo de petrdleo apés MW-UV.

As determinacGes foram feitas utilizando Sc como padrdo interno

(média + desvio padréo, n = 3).

Analito Amostra LOQ
A B C D
Ba 9,00£043  559+012  1,72+012  383+09 0,006
Ca 3551 + 163 445 + 3 2315 + 83 1957+81 0462
cd <0,004* <0,004* <0,004* <0,004* 0,004
Co <0,004* <0,004* <0,004* <0,004* 0,004
cr <0,005* <0,005* <0,005* <0,005% 0,005
Cu <0,037* <0,037* <0,037* <0,037* 0,037
Fe 1,06+003  1,00£012  129+002  412+10 0,021
K 192+8 89,0 + 2,1 440 + 20 847+65 0,013
Mg 623 + 13 127+6 1046 + 47 572+55 0,034
Mn 1194002 025040010 0440+0,020 173+001 0,003
Na 16849 +518 4358 +110  38608+979 14678 +476 0,103
Ni <0,040* <0,040* <0,040* <0,040* 0,040
Pb <0,021* <0,021* <0,021* <0,021* 0,021
Sr 120+5 247+0,9 69,8 + 2,4 138+ 2 0,004
Y, <0,091* <0,091* <0,091* <0,091* 0,091
Zn <0,058* 0,112 + 0,038 <0,058* 1,10+0,05 0,058

*Resultados abaixo dos limites de quantificagéo (10c).

Como pode ser observado na Tabela 7, a concentracdo dos analitos nas amostras

de 4gua de producéo de petroleo sdo bem variadas. Provavelmente isso esta relacionado

as diferentes origens dessas amostras, pois essa variagdo pode ser resultado da idade e

da geologia das formagdes a partir das quais o0 petroleo e o gas séo produzidos. Além

disso, alguns metais podem estar presentes nas aguas de producdo de petréleo em

concentragdes mais elevadas quando comparadas as concentra¢fes nas aguas do mar.

Dentre 0os metais encontrados em maiores concentracdes nas amostras de aguas de

producdo estdo o Ba, Fe, Mn e Zn. Cabe salientar que as concentracfes encontradas nas
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amostras estudadas neste trabalho foram condizentes com as demais descritas na
literatura, onde para Ba, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn, Ni, V e Zn foram encontradas
concentragdes na faixa de 301 a 342000, 0,02 a 10, 0,1 a 34, 0,2 a 137, 1910 a 37000,
0,09 a 45, 81 a 7000, 0,1 a420,0,1a1,2 e 1 a 26000 pg L, respectivamente.®

Pode ser observado nas amostras de dguas de producao de petroleo estudadas neste
trabalho que alguns analitos, como Cd, Co, Cr, Cu, Ni, Pb e V, estavam abaixo do LOQ
para todas as amostras. Os limites de quantificacdo foram calculados com base na
recomendagdo da IUPAC”3, usando a formula 10s + Xp, para n = 10, onde s é o desvio
padréo obido para 10 leituras do branco e x» € a media da concentracéo do analito nos
brancos. Para as amostras A e C, Zn também estava abaixo do LOQ e, para as amostras
B e D, as concentracbes de Zn foram de 0,112 + 0,038 e 1,10 + 0,05 pg g7,
respectivamente. A concentracdo de Na para todas as amostras estava na faixa de
4358 a 38608 g g, o que era esperado devido a alta salinidade dessas amostras.

Cabe destacar que Ba, Ca, Fe, Mg e Sr estavam presentes nas amostras de dgua de
producdo de petréleo. A presenca de Ba, Ca e Sr deve ser controlada devido a possivel
formacdo de sulfatos pouco sollveis que podem precipitar nas linhas de producéo.
De acordo com a literatura, Fe e Mn poderiam também precipitar como hidréxidos
quando a agua é exposta a atmosfera e, por isso, também devem ser controlados.®
Como esperado, as concentracdes encontradas de Pb e Zn foram baixas, porque a
presenca desses metais esta associado as estruturas de aco galvanizado do equipamento
que entra em contato com a amostra.®

Cabe destacar que a determinacdo de metais em amostras de aguas de producéo é
importante para se tomar uma deciséo adequada sobre o tratamento desse efluente para
descarte final ou reutilizacdo, pois alguns metais que poderiam causar problemas para a
industria petroquimica estavam presentes nas amostras analisadas. Além da presenca de
concentragdes relevantes de metais o que demonstra a dimenséo da polui¢éo gerada pelo
descarte incorreto do efluente. Considerando o fato de que os organismos marinhos
estdo habituados as baixas concentra¢es de metais nas dguas do mar, a alteracdo destes
niveis, pelo descarte das aguas de producéo ao ambiente, pode acarretar danos severos
a biodiversidade. Além disso, a determinacdo de metais nas amostras de aguas de
producdo de petroleo € relevante para que seja sejam atendidas as concentracfes
méaximas permitidas pelo 6rgdo responsavel para o descarte de metais nos corpos de

agua.>®
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5.1.5 Avaliacéo da exatiddo do método proposto
Para avaliar a exatiddo do método proposto, um CRM (SCP Science EP-H-3
drinking water) foi decomposto usando a MW-UV e os resultados obtidos sdo

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Resultados, em mg L™, obtidos apds a decomposicdo do CRM (SCP Science
EP-H-3 drinking water) por MW-UV. As determinagdes dos elementos por
ICP-OES foram feitas utilizando Sc como padrdo interno

(média + desvio padréo, n = 3).

Analito Valor encontrado Valor certificado Concordancia (%)
Ba 68,6 + 6,5 77,7+18 88,3
Ca 955+ 81 1018 £ 17 93,8
Cd 5,04 £0,10 490+0,10 103
Co 3,61+0,11 3,66 + 0,07 98,6
Cr 24,2 +0,9 24,2 +£0,5 100
Cu 498 £2,7 48,7+ 1,3 102
Fe 49,9 + 3,3 46,9 £ 0,5 106
K 641 + 38 593+9 108
Mg 338+£24 3317 102
Mn 104+0,5 109+0,3 95,4
Na 747 £ 56 764 £ 22 97,8
Ni 2655+19 242 +0,5 109
Pb 189+1,0 19,3+0,5 97,9
Sr 37,3+0,6 36,3+ 0,7 103
V 389+15 37,6 £0,6 103
Zn 246 £ 3 242 £ 4 102

N&o foi observada diferenca significativa entre os resultados obtidos pelo método
proposto e os valores certificados (test t, nivel de confianca de 95%). A concordancia
dos resultados foi superior a 94% para a maioria dos analitos (excepto para Ba, onde foi
obtida concordancia de 88%). Além disso, a decomposicdo das amostras com

fortificacdo foi feita pela adicdo de solucdo de referéncia contendo todos os analitos.
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Ap0s a decomposicao, os analitos foram determinados por ICP-OES e as recuperacfes

foram superiores a 90% para todos os elementos quimicos estudados.
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PARTE 2

5.2 ESTUDO COM OS MICRO-ORGANISMOS
5.2.1 Isolamentodos micro-organismos naturalmente presentes nas aguas de
producdo de petrdleo

Com a finalidade de identificar micro-organismos provenientes das aguas de
producdo e, portanto, adaptados ao meio, testes de inoculagdo da amostra em meio de
cultivo proprio para crescimento geral foram feitos. Estes ensaios tiveram como objetivo
o isolamento de micro-organismos presentes nas amostras para que estes fossem usados
nos processos de biorremediacdo. Estes micro-organismos poderiam levar a obtencao
de melhores resultados para remogdo dos metais uma vez que estavam adaptados as
condicdes de pouca disponibilidade de nutrientes presentes nas amostras.

Como parametros para o isolamento dos micro-organismos foram utilizadas as
diferencas morfologicas das colbnias, como regularidade das bordas, auséncia ou
presenca de cor/pigmentacdo, brilho ou opacidade e relevo. Fungos filamentosos néo
foram considerados no isolamento, somente bactérias e leveduras.

Desta forma, foram identificadas 26 col6nias morfologicamente diferentes, como

podem ser observadas na Tabela 9.
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Tabela 9. Micro-organismos isolados a partir das amostras de aguas de producéo.

Meio de cultura
Amostra

Luria-Bertani Sabouraud
A - ASbhb1l
- ASb3
B BLB1 BSh1
BLB 2 BSb2
BLB3 BSb3
BLB4 BSb4
BLB5 -
BLB6 -
BLB7 -
C CLB1 -
CLB2 -
CLB3 -
CLB4 -
CLB5 -
D DLB1 DSb1
DLB?2 -
DLB3 -
DLB4 -
DLB5 -
DLB6 -
DLB7 -

A nomenclatura respectiva para cada micro-organismo isolado estd relacionada a
amostra de agua de origem (A, B, C e D), meio de cultivo de crescimento

(LB = Luria Bertani; Sb = Sabouraud) e ordem de isolamento.

Como pode ser observado na Tabela 9, a quantidade de micro-organismos isolados
foi mais significativa nas amostras B, C e D, os quais foram isolados entre 5 e 7
micro-organismos em meio LB em cada amostra. Destaca-se que na amostra A (maior
teor de 6leos e graxas comparada com as demais amostras estudadas) em meio LB nao
foram isolados nenhum micro-organismo, entretanto, utilizando o meio Sb foram

isolados dois micro-organismos (A Sb 1 e A Sb 3). O micro-organismo A Sb 2 néo foi
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considerado pois ndo foi possivel a diferenciacdo morfologica deste em funcdo da
regularidade das bordas, auséncia ou presenca de cor/pigmentacao, brilho ou opacidade
e relevo. Na amostra B, em meio Sb, foi possivel isolar 4 micro-organismos diferentes,
enguanto que na amostra C nenhum e na amostra D apenas um. A presenca de diferentes
micro-organismos nas amostras de agua de producdo de petrdleo se deve ao fato da
diversidade na composi¢do quimica destas amostras, uma vez que 0s constituintes
quimicos desse efluente variam em fungdo do poc¢o (idade e profundidade) e da

formacédo geoldgica.

5.2.2 Sele¢do dos micro-organismos isolados por toleranciaas concentracfes de
metais em meio nutritivo

Com a finalidade de identificar quais micro-organismos eram tolerantes a
concentracdo dos metais (Ba, Ca, Fe e Sr), os 26 micro-organismos isolados foram
submetidos a testes de crescimento na presenca de concentracdes de Ba, Ca, Fe e Sr.
Para isso, estes foram incubados por 4 dias em meios contendo 0s metais separadamente.

As colbnias que apresentaram maior facilidade no desenvolvimento, ou seja,
crescimentos rapidos, foram consideradas promissoras. As linhagens que se
desenvolveram com crescimento tardio foram desconsideradas.

Com base na Tabela 9, dos 26 micro-organismos isolados das aguas de producéo,
apenas 14 micro-organismos foram tolerantes as concentracbes dos metais.
Os micro-organismos isolados na primeira etapa na amostra A, A Sb 1 e A Sb 3, foram
tolerantes e cresceram adequadamente nas placas de crescimento bacteriano contendo
0s metais. Nas demais amostras, geralmente apenas a metade dos micro-organismos que
foram isolados em meio LB foram tolerantes a concentracdo de metais, este fato pode
estar relacionado ao efeito tdxico que elevadas concentracdes desses metais podem
causar nos micro-organismos.>®

Os 14 micro-organismos a seguir foram tolerantes: A Sb 1, A Sb 3, B LB 2,
BLB5BLB6,BSbl,CLB2,CLB3,CLB4,DLB3,DLB6DLB7,DLB8e
D Sb 1. Cabe destacar gque as col6nias isoladas nesta etapa foram semelhantes nas suas

caracteristicas as isoladas anteriormente.
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5.2.2.1 Selecdo dos micro-organismos isolados por tolerancia as concentracdes de
metais em meio minimo

Para a selecdo dos micro-organismos capazes de se desenvolver em meios com
baixa disponibilidade de carbono, os micro-organismos resistentes as etapas anteriores,
foram semeados em meios de baixa disponibilidade energética suplementados de
metais, similar a matriz das aguas de producdo. Neste experimento, foram considerados
todos 0s micro-organismos que apresentaram desenvolvimento de colGnia, mesmo que
tardio no meio pobre contendo 0,5% de glicose, 0,1% NH4OH e metais. Os isolados que
apresentaram desenvolvimento nesta etapa de selecdo foramo ASb 1, ASb3e B Sb 1,
que estdo mostrados na Figura 8. Desses, dois isolados sdo bactérias (A Sb 1 e A Sh 3)
e um é uma levedura (B Sb 1). Esses isolados demonstraram estar adaptados as
condicdes similiares as amostras de agua de producdo de petr6leo, como baixa
disponibilidade de nutrientes e altas concentracdes de metais. Desta forma, somente as
bactérias foram selecionadas para testes posteriores, enquanto que a levedura ndo foi
utilizada nos estudos de biorremediacao neste trabalho.

Figura 8. Micro-organismos isolados das amostras de dguas de produgédo adaptados as
condicbes de baixa disponibilidade de nutrientes e altas concentragdes de

metais.

5.2.3 Identificagcdo morfologica e moleculardos isolados

ApoOs os testes de selecdo previamente descritos, 0s micro-organismos (A Sb 1,
A Sb 3e B Sh 1) foram avaliados através da coloragdo Gram e identificados por métodos
moleculares de sequenciamento de DNA (Tabela 10). Para as identificacfes
moleculares, foram analisadas as sequéncias parciais dos genes 16S e ITS (para o
isolado B Sb 1).
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Tabela 10. Identificacdo morfolégica e molecular dos micro-organismos isolados.

Micro-organismo isolado Morfologia celular Identificacdo
ASb1l Bacilo Gram-positivo Bacillus sp.
ASb3 Bacilo Gram-positivo Bacillus sp.
BSb1l Leveduriforme Rhodotorula mucilaginosa

O micro-organismo B Sb 1 (Rhodotorula mucilaginosa) apresentou a capacidade de
se desenvolver mesmo em meios com elevadas concentracfes de metais. Isto deve-se
provavelmente aos mecanismos de efluxo de metais na levedura. Assim como existem
bombas e canais de incorporacdo de metais, existe 0 mecanismo oposto para regulacdo da
homeostase e do balanco osmotico intra/extracelular. A levedura B Sb 1, neste caso,
provavelmente mantém a concentracdo dos metais balanceada, de forma que permita a
sobrevivéncia da célula no meio. Apesar desta vantagem, no presente trabalho foi feita a
utilizacdo dos micro-organismos do género Bacillus para a remoc¢do dos metais, uma vez
que as condicBes de remocao para células bacterianas e leveduras sio distintas.”*"

Para a inferéncia filogenética dos isolados pertencentes ao género Bacillus, foi
construido um conjunto de dados utilizando as sequéncias de 16S obtidas neste trabalho
combinadas com sequéncias previamente utilizadas na identificacdo de isolados do
género.’”®’” O conjunto de sequéncias foi alinhado utilizando a plataforma GUIDANCE,
sendo que a arvore filogenética foi inferida pelo programa PhyML 3.2. A arvore
filogenética foi visualizada utilizando o programa FigTree v1.4.4 e é mostrada na

Figura 9.
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Figura 9. Arvore filogenética dos isolados pertencentes ao género Bacillus.
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Através da Figura 9 é possivel observar que a arvore filogenética esta consistente
com os dados observados na literatura, onde foi observada uma separagéo adequada das
espécies de micro-organismos, exemplificado pela boa separa¢do dos ramos, também
chamados de clados.”®’” Como suporte da arvore filogenética, ou seja, para enraizar a
arvore, a sequéncia do Geobacillus sp. (EF667358.1) foi utilizada, a qual € uma espécie
diferente dos micro-organismos isolados e fez com que essas diferengas fossem
evidenciadas. A partir disso, a arvore emerge dois clados principais, o0 dos B. cereus e 0
outro que possui Bacillus licheniformis (DQ234840.1), B. subtilis (DQ234854.1),
Bacillus amyloliquefaciens (AB301022.1), entre outros. Os clados foram agrupados de
forma consistente de acordo com os dados que estdo em outros trabalhos na literatura,
onde estes apresentaram uma boa separacdo entre as espécies de B. licheniformis,
B. amyloliquefaciens e B. subtilis.

E possivel destacar que através da arvore filogenética foi possivel sugerir que 0s
micro-organismos isolados sdo B. subtilis. Desta forma, a utilizagdo do B. subtilis
comercial (ATCC 6633) serviu como referéncia nos ensaios de biorremediagéo a fim de
se obter as condi¢Oes Gtimas para a remocdo de cada analito. Este micro-organismo foi
escolhido por ser do mesmo género dos micro-organismos isolados das aguas de
producéo de petréleo.

Para os micro-organismos isolados, A Sb 1 e A Sb 3, foi observado que a
identidade deles se aproximou mais de B. subtilis, evidenciada pelo adequado nimero
de confianca (0,914), ou seja, numero de replicatas que a mesma separacao ocorreu, 0
que destaca a boa confiabilidade da espécie. Os isolados A Sb 1 e A Sb 3 adequadamente
identificados, pertencentes a espécie B. subtilis, foram aplicados para as remoc¢6es dos
analitos nas condic¢des otimizadas visto que, provavelmente, por pertencerem ao mesmo
género do micro-organismo comercial usado como referéncia, € esperado um
comportamento similiar aos micro-organismos isolados das amostras de aguas de

producdo de petroleo.

5.2.4 Testes de sensibilidade a concentragdes crescentes de cada analito

Ensaios de sensibilidade foram utilizados para observar o limite de tolerancia do
micro-organismo comercial (B. subtilis ATCC 6633) e dos micro-organismos isolados
(A Sb 1 e A Sb 3) frente a elevadas concentraces de Ba, Ca, Fe, Mg e Sr.
Para isso, 0s micro-organismos isolados e o micro-organismo comercial B. subtilis,

foram cultivados e, ap6s o cultivo, foi feita a centrifugagdo para a remogéo de todo
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conteudo nutritivo do meio. A concentracdo dos metais suplementados em meio LB
solido foi realizada na escala de 1, 2, 5 e 10 em relacéo a concentragdo escolhida para
serem realizados os ensaios de biorremedia¢do. Essa concentragdo estd em concordancia
com a concentracdo encontrada para as amostras de aguas de producdo
estudadas no trabalho. A concentracdo de células foi padronizada para
OD em 600 nm 0,8 de absorbancia, exemplificada pelo concentracdo C, como pode ser
observado na Figura 10.

Esta concentracdo de células foi diluida em séries de 10, 100, 1000 e 10000 vezes
e, uma aliquota de cada diluicdo, incluindo a concentrada, foi dispensada em placas de
meio sélido LB contendo diferentes concentracbes de cada analito, sendo que cada
ponto de desenvolvimento de colbnia representa a diluicdo da suspensdo de

micro-organismos. Os resultados obtidos estdo mostrados na Figura 10.

84



Ba40mgL* Ba80 mg L? Ba200mgL! Ba400mgL?
C 10110210%10* C 10110210%10* C 10110210%10* C 10110210310%
B. subtilis { i

Ca500mgL! Cal000mgL! Ca2500mgL' Ca5000mgL?
C 10! 10210°10* C 10! 10?10°10* C 10110210310% C 10110210310*

Fe 40 mg L1 Fe80mgL?! Fe200mgL?! Fe400mgL™
C 10110210%10* C 10110210%10* C 10110210%10* C10%10210310*

B. subtilis
ASb1l
A Sb 3
Mg500mg Lt Mg1000 mg Lt Mg2500mgL* Mg5000mgL?
C 10110210%10* C 10'110210°104 C 10110210%10* C 10%10210°10*
B. subtilis @
ASb1l
ASb3
Sr140mgL?! Sr180mgL? Sr1200mg L' Sr1400 mg L
C 10110210%10* C 10110210°10* C 10'110210%10* C 10%10210°10*
B. subtilis [£ JE& :
ASb1
A Sb3

Figura 10. Testes de sensibilidade para B. subtilis (referéncia) e para o0s
micro-organismos isolados em concentragdes crescentes de Ba, Ca, Fe,
Mg e Sr. (Cada ponto de desenvolvimento de coldnia representa a
diluicdo da suspensdo de micro-organismos. C representa OD em
600 nm de 0,8 abs até diluicdo de 10™) (n = 2).
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E possivel observar, através da Figura 10, que B. subtilis apresentou menor
resisténcia ao crescente aumento nas concentragdes de todos os analitos, ou seja, 0s
micro-organismos isolados apresentaram maior tolerancia a elevadas concentragdes de
metais quando comparado ao micro-organismo comercial utilizado como referéncia.

Para Fe, B. subtilis ndo apresentou crescimento em concentracdes iguais e
superiores a 200 mg L™, enquanto que para Ba, ndo apresentou crescimento em
concentragdes superiores a 200 mg L. Para Ca, Mg e Sr o micro-organismo comercial
cresceu até a diluicdo de 100 vezes em todas as concentracdes avaliadas.

De modo geral, 0os micro-organismos isolados das aguas de producéo de petréleo
apresentaram um comportamento similar para todos os analitos. Para Ba, Ca e Mg, tanto
0 A Sb 1 como o A Sb 3, apresentaram crescimento até a concentracdo maxima avaliada
na diluicdo de 100 vezes (1072). Para Sr, 0 micro-organismo A Sb 1 apresentou 0 mesmo
crescimento que para 0s metais anteriormente citados, enquanto que o micro-organismo
A Sb 3 apresentou crescimento até a diluicio de 1000 vezes. Para Fe, o0s
micro-organismos isolados apresentaram crescimento até a concentragdo de
200 mg L™ quando na concentragdo de 0,8 abs de OD em 600 nm.

Com o objetivo de verificar as condi¢es de crescimento ideais do B. subtilis
comercial e dos micro-organismos isolados das amostras foram feitos ensaios em
diferentes temperaturas (30 e 37 °C) e o crescimento dos micro-organismos foi avaliado.
A temperatura de 30 °C foi avaliada em virtude de ser uma condicdo ambientalmente
utilizada e a temperatura de 37 °C foi também avaliada por se tratar de uma condicéao
6tima de crescimento do B. subtilis. Os ensaios de avaliacdo da temperatura foram feitos
a fim de verificar qual seria a temperatura 6tima de crescimento dos micro-organismos
para posteriormente, efetuar os ensaios de biorremediacdo na melhor condicéo.
Para isso, foram adicionadas aliquotas dos micro-organismos em placas de LB sélido,
sem a presenca dos metais (controle branco) e os resultados obtidos estdo mostrados na
Figura 11.
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Temperatura de 30 °C Temperatura de 37 °C
C 10" 102 10°% 10* C 10" 102 10% 10*

B. subtilis

Figura 11. Testes de sensibilidade para B. subtilis comercial e para o0s
micro-organismos isolados em placas de LB solido sem conter

concentragdo de metais em diferentes temperaturas.

Como pode ser observado na Figura 11 o ensaio feito na temperatura de 30 °C foi
adequado para o desenvolvimento dos micro-organismos isolados das aguas de
producdo de petroleo, uma vez que esses micro-organismos isolados sdo ambientais,
diferentemente do B. subtilis comercial que a temperatura 6tima de crescimento foi de
37 °C.

Com isso, foi possivel concluir pelos testes de sensibilidade e pelo comparativo
entre as temperaturas de aplicacdo que, em temperaturas de 30 °C 0s micro-organismos
isolados ndo s6 conseguem se desenvolver como conseguem suportar concentragoes
crescentes de Ba, Ca, Fe, Mg e Sr. Por outro lado, B. subtilis comercial ndo obteve o
mesmo desenvolvimento na condicdo de 30 °C que € o ideal em aplicac6es ambientais.
Devido ao objetivo de aplicacdo ambiental, os ensaios de biorremediacao foram feitos

em temperaturas de 30 °C.

5.2.5 Ensaios de biorremediacdo em solucdes sintéticas

Devido a complexidade das dguas de producao e dos efeitos indesejaveis de varios
constituintes presentes nestas amostras torna-se de grande relevancia desenvolver
métodos alternativos para o tratamento dessas aguas para que se tomem medidas
adequadas frente aos riscos ambientais quando descartadas no mar ou quando forem
reinjetadas. Devido a isso e as vantagens de se utilizar processos de biorremedia¢do em
vista da facilidade de aplicacdo e manutencdo, menor custo associado, eficiéncia e baixo
impacto ambiental, neste trabalho foi feita a avaliacdo da remocao de Ba, Ca, Fe, Mg e
Sr pelo micro-organismo B. subtilis comercial em solugdes sintéticas. Cabe destacar que

todos estes ensaios foram feitos com o micro-organismo comercial (ATCC 6633) e as
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melhores condi¢cdes foram utilizadas posteriormente para 0S ensaios com 0S
micro-organismos isolados das aguas de producdo de petroleo. As avaligdes dos
processos de biorremediacdo foram feitas utilizando solucdes sintéticas de meios pobres
em nutrientes, escolha feita devido ao baixo volume de amostras de aguas de producéo
disponiveis para realizacdo do trabalho. A escolha de utilizacdo de meios pobres em
nutrientes foi feita para que estes fossem proximos as caracteristicas encontradas nas
amostras originais.

Para Ca, Fe e Mg, foi utilizado o método de superficie de resposta, a qual se baseia
no método de planejamento fatorial que consiste em um grupo de técnicas utilizadas
para estudar as relagdes entre as variaveis. Atualmente, esta ferramenta vem sendo
estudada principalmente em processos bioquimicos, onde a relagdo entre as variaveis
precisa ser avaliada. A superficie resposta permite conduzir as condi¢bes 6timas
experimentais de forma mais rdpida que as analises convencionais univariaveis,
permitindo avaliar os dados estatisticos de forma mais confiavel. Tendo em vista que as
bactérias normalmente possuem um pH 6timo para seu crescimento e, com 0 objetivo
de uma aplicacdo ambiental, a variavel pH néo foi avaliada, sendo estudados apenas o
tempo e a quantidade de células para remocéo de Ca, Fe e Mg.

Para Ba e Sr, o planejamento fatorial variando as condigdes de tempo de interagao
e quantidade de células nédo foi feito uma vez que o objetivo deste trabalho era otimizar
condicdes similares ou proximas para a aplicacdo ambiental destes processos de
biorremediacdo para o tratamento das aguas de producdo provenientes da extracdo do
petroleo. Para avaliar a remocdo de Ba e Sr pelo micro-organismo B. subtilis foram
feitos ensaios de interacdo nas condi¢fes de remocgdo anteriormente otimizadas nos
planejamentos fatoriais de Ca, Fe e Mg.

Primeiramente, a remocdo dos analitos foi feita separadamente com o objetivo de
observar o comportamento do B. subtilis e para que as condi¢Ges de cada elemento
fossem escolhidas e otimizadas. Foram avaliados também etapas de lavagem e de
decomposicdo da biomassa para que os calculos de balango de massa fossem feitos.
Ap0s as otimizagOes das condigdes de tempo de interacdo e quantidade de células para
cada ensaio de remocdo, estas foram aplicadas nas quatro amostras de aguas de
producdo. Apoés a aplicacdo do B. subtilis comercial nas amostras de aguas de producéo
de petrdleo, foram também avaliadas a capacidade de remogédo dos micro-organismos
isolados, A Sb 1 e A Sb 3, os quais ja estdo adaptados as condi¢des das amostras, como

a baixa disponibilidade de nutrientes encontradas.
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Por fim, foram preparadas solucdes sintéticas multielementares e foi feita
fortificacdo multielementar nas amostras de aguas de producdo para avaliar a capacidade
tanto do B. subtilis comercial como dos micro-organismos isolados das amostras na

remocado multielementar dos analitos.

5.2.5.1 Remocgéo de Fe

Para a avaliagdo da remocdo de Fe pelo B. subtilis comercial foi feito um
planejamento fatorial 22 com duas variaveis independentes, tempo e quantidade de
célula, onde o tempo variou de 1 a 60 min e a quantidade de células, expressa por
OD em 600 nm, variou de 0,4 a 1,2 abs.

Com base na caracterizacdo das amostras de &guas de producdo feita
anteriormente, a concentragdo maxima de Fe nas amostras estudadas foi de 40 mg L™
(amostra D). Os ensaios de interacdo foram feitos utilizando um meio pobre
(0,5% glicose e 0,1% de NHsNOs) contendo 40 mg L de Fe e, para isso,
18 mL de meio foi adicionado em um frasco de polipropileno juntamente com
2 mL de ceélulas na condicdo de OD em 600 nm avaliada pelo planejamento fatorial.
Posteriormente aos ensaios de interacdo do micro-organismo com o metal em solucéo
sintética (meio pobre), foram obtidas duas fases: i) sobrenadante e ii) biomassa contendo
0 micro-organismo. O sobrenadante foi separado para ser utilizado para a determinagao
de Fe por F AAS para, ap0s, inferir a porcentagem de remocdo do metal pelo
micro-organismo. Os resultados de remocdo obtidos para todos os ensaios do

planejamento fatorial estdo mostrados na Tabela 11.
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Tabela 11. Matriz com delineamento experimental para a remocdo de Fe

(média + desvio padrdo, n = 3). Os ensaios de interacdo foram feitos

utilizando um meio pobre (0,5% glicose e 0,1% de NH4NO3) contendo

40 mg L de Fe.

Ensaio Tempo (min) OD em 600 nm (abs) Remocao (%)
1 9 0,520 94,1+0,1
2 51 0,520 952+0,1
3 9 1,08 96,5+0,1
4 51 1,08 96,5+0,1
5 1 0,800 953+0,1
6 60 0,800 95,6 £0,2
7 30 0,400 87,2+19
8 30 1,20 91,4+1,0
9 30 0,800 91,0+£0,1
10 30 0,800 90,9+0,1
11 30 0,800 91,1+£0,3

A partir dos resultados de remocdo encontrados foi possivel entdo obter as

superficies resposta para analisar as melhores condi¢es de tempo e quantidade de

células que levam a uma maior remocdo de Fe pelo micro-organismo B. subtilis.

A superficie resposta obtida estd mostrada na Figura 12.
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Figura 12. (a) Superficie de resposta para a remocéo de Fe pelo B. subtilis em funcéo
do tempo e da quantidade de células (expressa em OD em 600 nm) e
(b) curva de contorno para a remocéo de Fe pelo B. subtilis em funcdo do

tempo e da quantidade de células (expressa em OD em 600 nm).
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E possivel observar através da Figura 12 que n&o foi obtida uma superficie de
resposta adequada para a remogéo de Fe pelo micro-organismo B. subtilis comercial,
embora seja possivel observar a presenca de uma regido em vermelho mais intenso que
indica maiores remocdes em tempos extremos. Para a quantidade de células foi possivel
observar que houve uma influéncia significativa, ondea regido em vermelho se
intensifica em condicdes crescentes de OD em 600 nm.

Como pode ser observado na Tabela 11, para todos os tempos e para todas as
quantidades de células ha remocdes maiores que 90%, exceto para o ensaio 7 (remocao
de 87,2%) o qual utilizada a quantidade de células do ponto extremo mais baixo,
0,400 abs de OD em 600 nm. A ndo obtencdo de uma superficie de resposta adequada
esta relacionada a pequena variagdo observada nos valores de remoc¢édo, embora esses
valores apresentem diferencas significativas entre eles (ANOVA, nivel de confianca de
95%). Cabe destacar ainda que, com o aumento da quantidade de células (maiores que
0,520 abs) h& o favorecimento do aumento na quantidade de Fe sorvido pelo
micro-organismo.

Desta maneira, excluindo os pontos extremos, como todos os resultados de
remocdo se mostraram promissores para a remoc¢do de, aproximadamente, 90% de Fe
presente nas solucdes, o ensaio 3 (tempo de 9 min e quantidade de células de 1,08 abs)
foi escolhido. Este ensaio com remogdes de 96,5%, refere-se a um tempo adequado para
gue o micro-organismo tenha interacdo com o metal e a0 mesmo tempo pode ser
considerado um tempo adequado para que seja feita a biorremediacdo. Diante disso, a
condicdo otimizada para a remocdo de Fe pelo B. subtilis comercial em solugbes
sintéticas foi de 9 min de interacdo e OD em 600 nm de 1,08 abs.

A fim de avaliar a repetitividade dos valores de remocdao obtidos para a condicéo
otimizada, o ensaio 3 (tempo de 9 min e OD em 600 nm de 1,08 abs) foi repetido.
Os valores de remocao obtidos foram de 89,7 £ 0,01, 90,1 + 0,01 e 90,2 + 0,01%, sendo
a média dos valores de 90,0 £ 0,3%. Comparando com a remog¢éo anteriormente obtida
(96,5 £ 0,1), tem-se uma concordancia de 93,3%, o0 que destaca a repetitividade

adequada do método.

5.2.5.2 Remocao de Ca
Para a determinacdo da remocéo de Ca pelo B. subtilis comercial também foram
utilizadas as condicGes de tempo e quantidade de células selecionadas através do

planejamento fatorial. Devido a etapa prévia de caracterizacdo das amostras de agua de
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producdo de petroleo, as realizacbes dos ensaios de interacao foram feitas utilizando um
meio pobre (0,5% glicose e 0,1% de NHsNO3) contendo 500 mg L* de Ca.

Ap0s os ensaios de interacdo dos micro-organismos com o metal em solugdo
sintética (meio pobre), também foram obtidas duas fases: i) sobrenadante e ii) biomassa
contendo o micro-organismo. O sobrenadante foi separado para a determinacdo de Ca
por F AAS e, ap6s, foi inferida a porcentagem de remocdo do metal pelo
micro-organismo. Os resultados de remocdo obtidos para todos 0s ensaios estdo

demonstrados na Tabela 12.

Tabela 12. Matriz com delineamento experimental para a remocdo de Ca
(média + desvio padrdo, n = 3). Os ensaios de interacdo foram feitos
utilizando um meio pobre (0,5% glicose e 0,1% de NH4NO3) contendo
500 mg L de Ca.

Ensaio Tempo (min) OD em 600 nm (abs) Remocao (%)

1 9 0,520 7,73+ 1,70
2 51 0,520 9,84 +0,45
3 9 1,08 10,3+ 0,4
4 51 1,08 13,3+0,7
5 1 0,800 13,7+45
6 60 0,800 9,91+1,00
7 30 0,400 6,75+ 1,41
8 30 1,20 18,1+4.2
9 30 0,800 10,4 +6,6
10 30 0,800 7,36 £ 1,25
11 30 0,800 6,34 +1,18

A partir dos resultados de remocéo encontrados, foi possivel entdo obter as
superficies resposta para analisar as melhores condi¢des de tempo e quantidade de
celulas que levam a uma maior remoc¢do de Ca pelo micro-organismo B. subtilis.

A superficie resposta obtida estd mostrada na Figura 13.
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Figura 13. (a) Superficie de resposta para a remocao de Ca pelo B. subtilis em funcao
do tempo e da quantidade de células (expressa em OD em 600 nm) e

(b) curva de contorno para a remocdo de Ca pelo B. subtilis em funcao do

tempo e da quantidade de células (expressa em OD em 600 nm).

94



E possivel observar pela Figura 13 que o tempo n&o teve influéncia na remogcéo e,
é possivel observar ainda que ha uma tendéncia de maiores remoc6es para quantidades
de células maiores que a condi¢cdo méxima utilizada (OD em 600 nm de 1,20 abs). Desta
forma, alguns ensaios adicionais univariados foram feitos utilizando maiores
quantidades de células (ODs em 600 nm de 1,20, 1,70, 2,20 e 3,00). O tempo otimizado
foi o ponto central de 30 min, uma vez que néo foi observado uma regido que apresentou
resultados superiores para esta varidvel. Os resultados obtidos utilizando maiores

quantidades de celulas estdo mostrados na Tabela 13.

Tabela 13. Ensaios adicionais univariados para a remocdo de Ca pelo B. subtilis
utilizando tempo de 30 min e diferentes quantidades de células

(média % desvio padrdo, n = 3).

Ensaio OD em 600 nm (abs) Remocao (%)

1 1,20 1,06 + 0,22
2 1,70 4,43 +1,40
3 2,20 5,28 £0,40
4 3,00 8,01 + 0,60

Apoés a realizagdo dos ensaios univariados utilizando quantidades de células
crescentes para a remocdo de Ca foi possivel observar um aumento expressivo na
remocdo de Ca quando hd um aumento na quantidade de células. Por outro lado,
pode-se observar também que, o ensaio 1 ndo reproduziu o valor de remocéo obtido no
ensaio 8 do planejamento fatorial (mesmas condi¢fes) o qual removeu 18,1% de Ca.
Em vista disso, os ensaios univariados foram refeitos e foi avaliada a repetitividade dos

valores de remocao encontrados para estes ensaios, como mostrado na Tabela 14.
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Tabela 14. Avaliacdo da repetitividade dos ensaios univariados para a remocéo de Ca
pelo B. subtilis utilizando tempo de 30 min e diferentes quantidades de
células (média + desvio padréo, n = 3).

Ensaio OD em 600 nm (abs) Remocao (%)

1 1,20 4,30 £2,29
2 1,70 4,54 + 2,69
3 2,20 5,41 +1,64
4 3,00 0,356+0,968

Ap0s a avaliacdo da repetitividade dos ensaios univariados para a remocéo de Ca
foi possivel observar pela Tabela 14 que os ensaios 2 e 3 obtiveram remogdes similares
as obtidas anteriormente. As remoc0es obtidas de 4,54 e 5,41% para 0s ensaios 2 e 3,
respectivamente, ndo apresentaram diferenca significativa entre elas (teste t-student,
nivel de confianca de 95%). Entretanto, foi escolhida a condicdo de 2,20 abs para a
quantidade de células devido ao menor desvio padrdo entre as replicatas e também
devido ao grafico de superficie apresentar remo¢fes maiores para quantidade maiores
de células. Diante disso, a condi¢cdo otimizada para a remocao de Ca pelo B. subtilis em
solucdes sintéticas foi de 30 min de interacdo e OD em 600 nm de 2,20 abs.

A fim de avaliar a repetitividade dos valores de remocao obtidos para a condigéo
otimizada, tempo de 30 min e OD em 600 nm de 2,20 abs, os ensaios foram repetidos e
os valores de remocao obtidos foram de 4,30 £ 0,89, 4,54 + 0,97 e 5,41 + 0,45%, sendo
a média dos valores de 4,75 + 0,58%. Comparando com a remogdo anteriormente obtida
(5,41 + 1,64), tem-se uma concordancia de 87,8%, 0 que destaca a repetitividade

adequada do método.

5.2.5.3 Remocao de Mg

Para a avaliacdo da remocdo de Mg pelo B. subtilis comercial, foram utilizadas as
condicdes de tempo e quantidade de células selecionadas através do planejamento
fatorial utilizando os mesmos pontos extremos que para Fe e Ca. Em vista da etapa
prévia de caracterizacdo das amostras de 4gua de producdo de petroleo, as realizagGes
dos ensaios de interagdo para Mg foram feitas utilizando um meio pobre (0,5% glicose
e 0,1% de NH4NOs) contendo 500 mg L do metal.
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Ap0s os ensaios de interacdo dos micro-organismos com o metal em solugédo
sintética, foram obtidas duas fases: i) sobrenadante e ii) biomassa contendo o
micro-organismo. O sobrenadante foi separado para a determinacdo de Mg por F AAS
e, apos, foi inferida a porcentagem de remocdo do metal pelo micro-organismo.
Os resultados de remocéo obtidos para Mg em todos os ensaios estdo mostrados na
Tabela 15.

Tabela 15. Matriz com delineamento experimental para a remocdo de Mg
(média £ desvio padrdo, n = 3). Os ensaios de interacdo foram feitos
utilizando um meio pobre (0,5% glicose e 0,1% de NH4NO3) contendo
500 mg L™ de Mg.

Ensaio Tempo (min) OD em 600 nm (abs) Remocao (%)
1 9 0,520 0

2 51 0,520 1,86 +1,94
3 9 1,08 6,53 + 1,56
4 51 1,08 5,70 + 3,50
5 1 0,800 8,18 £ 1,56
6 60 0,800 2,30 + 3,26
7 30 0,400 1,40 £ 1,98
8 30 1,20 3,73 +£2,20
9 30 0,800 0

10 30 0,800 0

11 30 0,800 0

A partir dos resultados encontrados através do planejamento fatorial feito para Mg
foi possivel entdo obter as superficies resposta para analisar as melhores tendéncias de
tempo e quantidade de células que levam a uma maior remogdo de Mg pelo
micro-organismo B. subtilis. A superficie resposta obtida esta mostrada na Figura 14.
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Figura 14. (a) Superficie de resposta para a remoc¢do de Mg pelo B. subtilis em funcéao
do tempo e da quantidade de células (expressa em OD em 600 nm) e
(b) curva de contorno para a remogéo de Mg pelo B. subtilis em funcéo do

tempo e da quantidade de células (expressa em OD em 600 nm).
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E possivel observar através da Figura 14 uma similaridade com a superficie
resposta obtida para a remocéo de Ca pelo micro-organismo B. subtilis, onde o tempo
ndo teve grande influéncia na remocao. Através da curva de contorno é possivel observar
ainda que ha uma tendéncia de maiores remocdes para quantidades de células maiores
que a condicdo maxima utilizada (OD em 600 nm de 1,20 abs).

Entretanto, quando se leva em consideracdo a Tabela 15, é possivel observar uma
baixa remocdo de Mg em todos os ensaios realizados, onde os ensaios 3 e 5 0s
apresentaram maiores remogdes de Mg pelo B. subtilis. Desta forma, como o ensaio 5
foi feito utilizando o tempo do ponto extremo de 1 min, este ndo foi escolhido uma vez
que este tempo de interacdo é extremamente curto.Por outro lado, o ensaio 3 que ja foi
escolhido como condicBes de interacdo otimizadas para a remocdo de Fe, é feito
utilizando o tempo de 9 min de interacdo, o qual ainda assim é considerado um tempo
de interacdo rapido e seguro e pratico para ser realizado os ensaios.

Com isso, a condi¢do otimizada para a remocéo de Mg pelo B. subtilis em solucdes
sintéticas foi de 9 min de interacdo e OD em 600 nm de 1,08 abs. Salienta-se que esta
condicdo € a mesma condicdo otimizada para a remocdo de Fe pelo mesmo
micro-organismo, o que facilita a aplicacdo desses processos de biorremediacao para a
remogao de metais concomitantes em amostras reais de guas de producao.

A fim de avaliar a repetitividade dos valores de remocao obtidos para a condigédo
otimizada, tempo de 9 min e OD em 600 nm de 1,08 abs, os ensaios foram repetidos e
os valores de remocdo obtidos foram de 5,07 + 0,99, 4,85 + 0,85 e 4,93 + 1,33%.
A média dos valores de remoc¢do de Mg pelo micro-organismo foi de 4,95 + 0,11%.
Comparando com a remocdo anteriormente obtida (6,53 * 1,56), tem-se uma

concordancia de 75,8%, destacando uma boa repetividade do método.

5.2.5.4 Remocao de Ba

Para a avaliacdo da remocao de Ba pelo micro-organismo B. subtilis comercial e,
devido a etapa prévia de caracteriza¢do das aguas de producéo, os ensaios de interagdo
foram feitos utilizando um meio pobre (0,5% glicose e 0,1% de NH4NO3) contendo
40 mg L de Ba. O planejamento fatorial variando as condigGes de tempo de interacdo
e quantidade de células néo foi feito uma vez que o objetivo deste trabalho visa otimizar
condicdes similares ou proximas para a aplicacdo ambiental destes métodos de
biorremediag&o para o tratamento das aguas de producdo obtidas através da extracao do

petréleo.
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Com isso, para avaliar a remocao de Ba pelo micro-organismo B. subtilis foram
feitos ensaios de interacé@o nas duas condicGes de remogéo anteriormente otimizadas nos
planejamentos fatoriais para Ca, Fe e Mg. As condigdes dos ensaios foram de tempo de
9 min e OD em 600 nm de 1,08 abs e tempo de 30 min e OD em 600 nm de 2,20 abs.

Ap0s os ensaios de interagdo dos micro-organismos com Ba em solucgéo sintética
foram obtidas duas fases: i) sobrenadante e ii) biomassa contendo o0 micro-organismo.
O sobrenadante foi separado para a determinacdo de Ba utilizando equipamento de
ICP-OES e, apos, foi inferida a porcentagem de remocdo do metal pelo
micro-organismo.

A média dos resultados de remocao obtidos paraas duas condicdes de interagdo
avaliadas foram de 32,2 + 0,3 e 55,8 + 0,2% para as condi¢cbes de 9 min e
OD em 600 nm de 1,08 abs e 30 min e OD em 600 nm de 2,20 abs, respectivamente.
Destaca-se que estes valores de remocéo apresentaram diferenca significativa entre eles
(Teste t-student, nivel de confianga de 95%).

Com isso, a condicao otimizada para a remocao de Ba pelo B. subtilis em solucdes
sintéticas foi de 30 min de interacdo e OD em 600 nm de 2,20 abs, mesma condicao
otimizada anteriormente para a remocéo de Ca.

A fim de avaliar a repetitividade dos valores de remocao obtidos para a condigédo
otimizada, tempo de 30 min e OD em 600 nm de 2,20 abs, os ensaios foram repetidos e
os valores de remocdo obtidos foram de 48,8 + 0,99, 51,23 + 1,85 e 51,87 + 1,36%.
A média dos valores de remocdo de Ba pelo micro-organismo foi de 50,6 + 1,7%.
Comparando com a remocdo anteriormente obtida (55,83 = 0,12%), tem-se uma

concordancia de 90,67%, destacando uma repetividade adequada do método.

5.2.5.5 Remocao de Sr

Da mesma maneira que foi realizada a avaliacdo da remocdo de Ba pelo
micro-organismo B. subtilis comercial utilizando as condigbes otimizadas nos
planejamentos fatoriais feitos para Ca, Fe e Mg, foi feita a avaliacdo da remogéo de Sr.
Para isso, 0s ensaios de interacdo foram feitos utilizando um meio pobre (0,5% glicose
e 0,1% de NHsNO3) contendo 140 mg L de Sr, concentragéo a qual foi encontrada na
etapa prévia de caracterizagdo das amostras de aguas de producdo utilizadas neste
trabalho.

As condigdes dos ensaios foram de tempo de 9 min e OD em 600 nm de 1,08 abs

e tempo de 30 min e OD em 600 nm de 2,20 abs. Ap6s 0s ensaios de interagdo em
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solucdo sintetica, foram obtidas duas fases: i) sobrenadante e ii) biomassa contendo o
micro-organismo. O sobrenadante foi separado para a determinacdo de Sr por ICP-OES
e, apos, foi inferida a porcentagem de remocgéao do metal pelo micro-organismo.

A média dos resultados de remocéo obtidos para as duas condicdes de interacao
avaliadas foram de 7,48 = 0,56 e 13,7 + 0,4% para as condi¢cbes de 9 min e
OD em 600 nm de 1,08 abs e 30 min e OD em 600 nm de 2,20 abs, respectivamente.
Destaca-se que estes valores de remocéo apresentaram diferenca significativa entre eles
(Teste t-student, nivel de confianca de 95%) e, com isso, a condicdo otimizada para a
remocdo de Sr pelo B. subtilis em solugdes sintéticas foi de 30 min de interacdo e
OD em 600 nm de 2,20 abs, condic¢do otimizada anteriormente para a remocao de Ca e
Ba.

Para avaliar a repetitividade dos valores de remocdo obtidos para a condi¢éo
otimizada, tempo de 30 min e OD em 600 nm de 2,20 abs, 0s ensaios foram repetidos e
os valores de remocdo obtidos foram de 14,0 £ 2,11, 14,2 £ 1,75 e 15,8 £ 2,00%.
A média dos valores de remoc¢do de Sr pelo micro-organismo foi de 14,7 + 1,0%.
Comparando com a remocdo anteriormente obtida (13,7 = 0,4%), tem-se uma

concordancia de 107%, destacando uma boa repetividade do método.

5.2.6 Ensaios de balanco de massa

Alguns trabalhos publicados na literatura relatam a relevancia da procura por
encontrar técnicas eficientes para o rompimento de células. Dentre os métodos
publicados podemos destacar os métodos que incluem a autoclavagem, cavitagdo
hidrodinamica e homogeneizag&o de alta presséo.’88°

Para inferir a concentracdo de metal aderido as paredes do micro-organismo ou
internalizado nas células (totalmente absorvido), foram avaliadas etapas de lavagem e a
etapa de decomposicdo da biomassa de micro-organismos. Apés a etapa de lavagem,
um microscopio foi utilizado para visualizar a integridade das paredes celulares do
micro-organismo e o sobrenadante foi separado para ser analisado por F AAS (Ca, Fe e
Mg) e por ICP-OES (Ba e Sr). Apo6s a lavagem, a etapa de decomposic¢ao por via imida
utilizando HNO3z 50% (v/v) foi feita e os digeridos foram analisados por F AAS e
ICP-OES. Considerando os valores encontrados dos analitos em cada uma das etapas
(sobrenadante, solugéo obtida apos a lavagem e solucéo obtida apds a decomposicéo da
biomassa), foram feitos os calculos para o balango de massa e os resultados foram

expressos em porcentagem (%) em termos de recuperagéo para cada metal analisado.
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5.2.6.1 Lavagem da biomassa

Alguns trabalhos publicados na literatura avaliaram a adsorc¢do de Cd na parede
celular de Cupriavidus metallidurans CH34 em solucBes sintéticas.®® Para isso,
Desaunay and Martins® utilizaram um método de lavagem da biomassa com EDTA. A
lavagem com EDTA néo foi adequada para determinar a distribuicdo de Cd nas células
bacterianas devido a impossibilidade de realizar lavagens menores que 2 min, a fim de
evitar a desestabilizacdo da membrana celular. Em virtude disso, os autores concluiram
gue a prensagem da biomassa e consequente ruptura da parede celular foi adequada para
a avaliacdo de Cd no micro-organismo, onde observaram que 80% de Cd sorvido pela
Cupriavidus metallidurans CH34 estava internalizado na célula.®®

Para avaliar a concentracdo de metal supostamente aderido na parede celular dos
micro-organismos, neste trabalho foram feitos ensaios de lavagem avaliando agua a
temperatura ambiente, agua morna (aproximadamente 35 °C), HNO3z 2% (v/v) e
HNOz 10% (v/v) na biomassa obtida ap6s a interagdo do B. subtilis comercial com
solucBes sintéticas contendo Fe nas condicbes otimizadas de 9 min e
OD em 600 nm de 1,08 abs.

Apds a lavagem, a solucao foi centrifugada e o sobrenadante foi separado para
avaliar a concentracdo do metal ap6s os ensaios de biorremediacdo. A biomassa foi
separada e foi observada em microscépio para avaliar a integridade das paredes
celulares do micro-organismo. Essa etapa foi feita para verificar se as células ainda
estavam preservadas e, com isso, inferir se a concentracdo de metal encontrada ap6s a
lavagem seria resultante do metal aderido a parede celular e ndo da quantidade de metal
que foi totalmente absorvido para o interior da célula.

Na Tabela 16 sdo mostrados os valores obtidos, em %, para o sobrenadante
separado apOs 0 ensaio de interacdo e para as lavagens da biomassa com agua a
temperatura ambiente, gua morna e HNO3 2 e 10%. Os valores em % do sobrenadante
foram calculados em fungéo da concentracdo inicial de Fe, obtida da solugédo controle,
enquanto que os valores em % das lavagens foram calculados em fungdo da

concentragé@o de Fe no sobrenadante.
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Tabela 16. Valores obtidos em % para a concentracdo de Fe apds 0s ensaios de
interacdo do B. subtilis e as respectivas lavagens da biomassa
(média £ desvio padréo, n = 3).

Lavagens
Ensaio Sobrenadante
H20 H2O morna HNO32% HNO3 10%
1 12,7 +0,8 0,999 + 0,012 - - -
2 8,98 + 0,97 - 8,03+ 0,03 - -
3 9,09 + 0,67 - - 9,06 + 0,40 -
4 8,91 + 0,88 - - - 180+1,2

E possivel observar pela Tabela 16 que as lavagens com H20O morna e HNO3 2%
resultaram em valores similares, cerca de 8,5% de Fe encontrado. Engquanto que para
HNOs 10% uma maior concentracdo de Fe foi lixiviada das células do B. subtilis
comercial (cerca de 18% do metal presente na biomassa). Para essa condigéo de lavagem
ser escolhida, foi preciso observar as imagens obtidas através de microscopio para
avaliar a integridade da parede celular do micro-organismo, ou seja, para verificar se a
concentragdo de Fe removida era proveniente apenas da parede celular do
micro-organismo.

Apds analisar as imagens, foi possivel observar que a parede celular do
micro-organismo B. subtilis permaneceu intacta com as lavagens todas as solugcbes
investigadas. No entanto, estudos adicionais devem ser feitos utilizando MEV para obter
imagens mais precisas e garantir, com maior confiabilidade, se 0 uso de &cido nitrico
diluido (2 e 10%) e agua morna ndo rompem as paredes celulares. Cabe destacar que
ndo foram encontrados trabalhos na literatura onde a lavagem das células é feita com
acido nitrico diluido a fim de manter a integridade das células e apenas sorver o material
aderido na parede celular. Na maioria dos casos, a lavagem é feita apenas com agua ou
EDTA.%®

5.2.6.2 Decomposic¢éo da biomassa
Para avaliar a concentracdo dos metais internalizados € preciso utilizar um método
adequado para que as paredes celulares sejam rompidas e o metal absorvido para o

interior da célula possa ser transferido para a solucéo e, posteriormente, determinado.
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Existem varias formas de romper as paredes celulares para expor 0s metais como:
métodos mecénicos (homogeneizagdo de alta pressdo, moinho de esferas, prensagem,
etc) e métodos ndo mecénicos (fisicos: autoclavagem, cavitacdo hidrodindmica, choque
osmoatico, etc; quimicos e bioldgicos: enzimas).5> 788! Os métodos mecénicos se baseam
na quebra da parede celular pela forca de cisalhamento e sdo os métodos frequentemente
utilizados por fornecerem um adequado rendimento e eficiéncia na ruptura das paredes
celulares. O método de homogeneizacao de alta pressdo € um método muito utilizado
em escala industrial enquanto que o moinho de esferas é usualmente utilizado em escala
laboratorial. O moinho de esferas é baseado na agitacdo de pequenas esferas de vidro,
aco ou ceramica, juntamente com a suspenséo de células em altas velocidades.®!

Desaunay and Martins® avaliaram a concentragdo de Cd internalizado pela
Cupriavidus metallidurans CH34 em solucdes sintéticas. Para isso, apds 0s ensaios de
interacdo da bactéria com o metal, a biomassa foi separada por centrifugacao e, esta
biomassa foi prensada. A ruptura fisica da parede celular da bactéria ocorre devido a
pressao exercida na formacéo do comprimido. Os autores concluem que este método foi
eficiente para a avaliacdo da concentracdo de Cd na bactéria, onde eles concluem que
80% de Cd estava internalizado no citoplasma.®

Em outro trabalho®2, o método mecénico com esferas de vidro foi utilizado para a
lise da membrana celular da levedura Saccharomyces cerevisiae para avaliar a
concentracdo de nanoparticulas de Se. Para isso, a levedura juntamento com as esferas
de vidro foram agitadas e posteriormente foi feito um tratamento adicional em banho de
ultrassom por 10 min. Apoés este tratamento, a mistura foi filtrada e diluida com &gua
para ser analisada por ICP-MS. Os autores mencionam que devido a alta rigidez das
paredes celulares das leveduras, muitas vezes as decomposi¢des enzimaticas sao
utilizadas para a lise, entretanto, eles observaram que a utilizacdo deste método
mecanico com uso de esferas de vidro foi eficiente na lise da levedura
Saccharomyces cerevisiae para posterior analise de Se que estava internalizado.®2

Os métodos ndo mecanicos estao divididos em trés: fisicos, quimicos e bioldgicos.
Os métodos fisicos fazem uso de uma forga externa para a ruptura das paredes celulares.
Essas forcas incluem calor, pressdo e energia sonora. Os métodos ultrassénicos tém sido
amplamente utilizados e sdo bem conhecidos em laboratorios. Este método é baseado
na formagdo e subsequente ruptura de bolhas. Essas bolhas de cavitacdo podem ser
formadas reduzindo a presséo local, a qual pode ser feita aumentando a velocidade ou

vibracdo ultrassonica. Apds a reducdo da pressao, hd o colapso das bolhas, levando a
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uma grande quantidade de energia mecénica liberada na forma de onda que é propagada
no meio, que ird fazer com que a parede celular seja rompida.’88081

Li et al.®% avaliaram a lise de B. subtilis utilizando uma sonda de sonicag&o para a
determinacéo de U por ICP-MS. Os autores concluiram gue a sonicagdo (por 10 min em
banho de ultrassom) foi adequada para a lise das bactérias onde foram liberadas as
espécies intracelulares que estavam ligadas ao U das bactérias, ocasionando um
aumento de sinal no equipamento.

Por outro lado, cabe destacar a importancia de avaliar os métodos de ruptura
celular tendo em vista que dependendo do método utilizado para determinados tipos de
micro-organismos, a ruptura pode néo ser eficiente. Starke et al.”® observaram que apos
o tratamento em banho de ultrassom por 10 min, a parede celular de fungos e bactérias
gram positivas ndo eram totalmente rompidas e a maioria das células se mantinham
intactas. Por outro lado, bactérias gram negativas, que por sua vez, possuem menor
rigidez na parede celular, apresentavam as células totalmente rompidas.

H& na literatura um trabalho que utilizou a decomposicdo por via Umida
em bloco digestor com HNOs para a destruicdo da biomassa de levedura
Saccharomyces cerevisiae para a determinacdo de Na, Mg, Fe, Cu, Zn, Se e In por
ICP-MS.% Para isso, os autores utilizaram cerca de 200 mg de biomassa de levedura,
2 mL de HNOs concentrado e 0,4 mL de H20.. As amostras foram aquecidas a 150 °C
por 20 min. As amostras foram diluidas em &gua ultrapura e as solucdes finais foram
adequadas para a analise multielementar por ICP-MS.8 Neste trabalho, apos a lavagem
das células com HNO3 10%, a decomposicao por via Umida da biomassa foi feita em
bloco digestor utilizando HNO3 50% até a completa decomposi¢do da matéria organica
e solubilizacdo dos componentes inorganicos de forma a romper a parece celular.

Apbds a decomposicdo, os digeridos foram transferidos para frascos de

polipropileno e diluidos a 15 mL com &gua ultrapura para analise por F AAS.

5.2.6.3 Calculos de balanco de massa

Ap0s a interacdo do B. subtilis comercial com os metais em soluges sintéticas, a
etapa de lavagem e a etapa de decomposi¢éo da biomassa, foram feitos os calculos para
0 balanco de massa. Os valores em % do sobrenadante foram calculados em funcéo da
concentragdo inicial de cada analito e, obtida da solugdo controle, enquanto que 0s

valores em % das lavagens e da decomposicdo foram calculados em funcdo da
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concentracdo de cada analito no sobrenadante. Foram entdo calculadas a recuperacao

para cada metal analisado, como pode ser observado na Figura 15.

Ba Ca

Sobrenadante Sobrenadante

442 +£1.8% 97.7:+£1.9%
68.7 £1.2% 3,82 £0.34%
Decomposicao Decomposicao

1.18 £0.01% 0.171 £0.011%

Balanco de massa:

Balanco de massa:
114 + 5%

102 +5%

Sobrenadante
97.3 £2.6%

Fe Sobrenadante Mg

10,1 £0.9%

13.0 £ 1.1% 2,27 £0.23%
Decomposic¢ao Decomposi¢io
96 + 3% 0

Balanco de massa:

Balanco de massa:
119 + 12%

100 +=2%

Sobrenadante
86.3 +£1.9%
28.0 £1.0%

Decomposicao
0,295 £ 0.011%

Balanco de massa:
115 £ 1%

Figura 15. Graficos de balanco de massa apds as interacBes do B. subtilis com os
respectivos analitos nas solucdes sintéticas utilizando as condigdes
otimizadas nos planejamentos fatoriais (média + desvio padrdo, n = 3).
As partes dos graficos na cor vermelha referem-se aos valores em %
obtidos no sobrenadante, na cor aos valores obtidos na etapa de
lavagem e na cor azul referem-se aos valores obtidos na etapa de

decomposigéo.

E possivel observar pela Figura 15 os valores adequados de recuperacio do
balanco de massa encontrados para todos os analitos. Para Fe, é possivel destacar que
96% do analito encontra-se internalizado no micro-organismo (observado pela etapa de

decomposicdo) e, apenas cerca de 10% encontra-se aderido na parede celular (observado
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pela etapa de lavagem). Em vista disso, a remocdo de Fe pode estar relacionada a
interacdo da célula com o metal, sendo necessario um equilibrio entre a capacidade de
sobrevivéncia em meios contendo altas concentragdes de metais com a ndo-expulsdo
dos ions de Fe, evidenciando a internalizacdo desse metal. Isto pode estar relacionado
também pelo Fe ser considerado um metal essencial para as células, sendo utilizado para
seu crescimento e desenvolvimento.®* Para complementar esta hipdtese, pode-se
descatar os resultados obtidos na Figura 10 que mostram que as bactérias sdo
intolerantes a elevadas concentraces de Fe (iguais e superiores a 200 mg L), Isso
poderia estar relacionado ao fato de que elas absorvem e internalizam o Fe, o que
também pode ser evidenciado pela coloracdo avermelhada adquirida pelas col6nias.

Destaca-se para Ba, analito o qual observou-se remocdo de aproximadamente
50%, que a maior parte desse elemento foi lixiviado na etapa de lavagem, o que
evidencia que o metal esta fracamente retido na célula, podendo estar adsorvido na
parede celular do micro-organismo.

Para os demais metais, foi observado remocdes inferiores a 13,7%, e a maior parte,
guase que na sua totalidade, a concentracdo de Ca, Mg e Sr removida foi lixiviada na
etapa de lavagem, demonstrando entdo que estes elementos ndo estdo internalizados no

micro-organismo.

5.2.7 Ensaios de biorremediacdo nas amostras de aguas de producao

Com o objetivo de aplicacdo do B. subtilis de referéncia na remocédo de Ba, Ca,
Fe, Mg e Sr nas quatro amostras de aguas de producdo de petrdleo disponiveis para a
realizacdo deste trabalho, as condi¢Oes otimizadas nos ensaios de biorremediagédo para
as amostras sintéticas foram aplicadas nas amostras A, B, C e D. Primeiramente, foram
aplicadas as condicGes otimizadas de tempo e quantidade de micro-organismos nas
amostras considerando as concentra¢des dos metais previamente determinadas na etapa
de caracterizacdo das amostras. Entretanto, foi verificado que parte da concentragdo dos
analitos estava presente no material particulado em suspensédo presente nas amostras, o
que dificultou os ensaios de biorremediagdo. Em funcédo disso, as amostras de aguas de
producdo foram centrifugadas e, o sobrenadante foi separado para ser utilizado nos
ensaios de biorremediacdo os quais foram fortificados com os analitos. Foram
adicionados 40, 500, 40, 500 e 140 mg L! para Ba, Ca, Fe, Mg e Sr, respectivamente.

Cabe destacar que foi feita a determinagdo dos metais por F AAS no sobrenadante apos
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a fortificacdo e os valores encontrados foram levados em consideracéo para os calculos
de remogéo e balango de massa.

Para os ensaios de interagdo com o micro-organismo B. subtilis comercial, uma
aliquota de cada amostra fortificada foi adicionada em frascos de polipropileno
juntamente com a quantidade de células otimizadas por cada planejamento fatorial.
Apos as interagOes, as células foram centrifugadas e o sobrenadante foi separado para
analise.

Nas Tabela 17, 18, 19 e 20 sdo mostrados os valores de remocao para todos 0s
analitos nas amostras de aguas de producdo A, B, C e D, respectivamente, assim como
sdo mostrados os valores em % dos analitos presentes nas solucdes apos a etapa de
lavagem e a decomposicdo da biomassa. Os valores em % da remogéo e do sobrenadante
foram calculados em funcdo da concentracdo inicial de cada analito, enquanto que 0s
valores em % das etapas de lavagens e de decomposicdo foram calculados em funcéo

da concentragéo de cada analito no sobrenadante.

Tabela 17. Valores, em %, de remocao e balanco de massa apds as interacdes do B. subtilis
com os respectivos analitos na amostra de agua de producdo de petréleo A

(média £ desvio padréo, n = 3).

Analito Remocdo Sobrenadante Lavagem Decomposicdo Balanco de massa

Fe 63,1+13 369+14 47,0+0,4 25014 109+1

Ca 4,05+0,31 96,0+2,8 3,69 +0,33 0 99,6 +0,8
Mg 3,55+0,73 96,4+1,9 3,07 +£1,39 0 99,5+0,9
Ba 490+1,6 51,0+1,2 48,7+ 0,6 0 99,7+23
Sr 7,13+0,89 929+1,2 4,36 + 0,04 0 97,2+47
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Tabela 18. Valores, em %, de remocao e balanco de massa apds as intera¢6es do B. subtilis

com os respectivos analitos na amostra de &gua de producdo de petrdleo B

(média £ desvio padréo, n = 3).

Analito Remogdo Sobrenadante Lavagem Decomposicdo Balanco de massa
Fe 72,0+11 28,0+0,3 38,6 +1,3 42,0+2,3 109+5

Ca 4,49 + 0,98 955+18 6,19 + 0,57 0 102+1

Mg 528+1,01 94,7+23 3,61+0,43 0 98,3+0,6

Ba 38,2+1,0 61,8+1,2 36,9+0,39 0 98,7+0,5

Sr 857+1,0 914+10 13,713 0,27 £ 0,07 1054+11

Tabela 19. Valores, em %, de remocdo e balanco de massa apds as interagdes do B. subtilis

com 0s respectivos analitos na amostra de &gua de producdo de petréleo C

(média + desvio padrdo, n = 3).

Analito Remocdo Sobrenadante Lavagem Decomposi¢do Balanco de massa
Fe 91,1+3,3 8,83+1,02 491+17 499+11 108 + 3

Ca 368+0,44  96,3+4,6 3,36 +1,23 0 99,7+0,6

Mg 1,04+0,06 99,0+25 2,56 + 0,98 0 102+1

Ba 23,3+1,6 76,7+15 22,8+1,88 0 100+1

Sr 6,86 + 1,09 93,1+11 3,88 +0,73 0 96,8 £ 0,3

Tabela 20. Valores, em %, de remocdo e balanco de massa apds as interacdes do B. subtilis

com o0s respectivos analitos na amostra de agua de producdo de petréleo D

(média + desvio padrdo, n = 3).

Analito Remocdo Sobrenadante Lavagem Decomposicdo Balango de massa
Fe 71,1+£0,8 28,9+1,03 540114 23011 106 £ 9

Ca 333+£043 96,7+1,77  3,59%0,45 0 100+ 2

Mg 5,29 £ 0,98 94,7+£2,.2 2,93 +0,88 0 976+14

Ba 344+11 65,6 +1,2 29,8 £ 0,89 0 95,4 +6,2

Sr 8,93+1,01 91,1+31 4,39 +£1,01 0 955+1,0

Para fins de comparacdo visual, na Figura 16 € mostrada a remocéo de cada analito

nas quatro amostras de 4guas de producdo utilizando o micro-organismo B. subtilis.
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Figura 16. Valores, em %, de remocdo apds as interacbes do B. subtilis com 0s
respectivos analitos nas quatro amostras de agua de producdo de petrdleo

estudadas.

E possivel observar pelas Tabela 17, 18, 19 e 20 e pela Figura 16 que, para Fe,
apenas na amostra C que foi reproduzido os valores de remoc¢éo (91,1 = 3,3%) muito
proximos aos obtidos nas solucgdes sintéticas (90,0 + 0,3%). Isto pode ser devido ao fato
de que a amostra C é a amostra que possui 0 menor teor de carbono organico total
(12,0 + 2,2 mg L), fazendo com que essa matriz seja similar as solucdes sintéticas
preparadas. Nas amostras A, B e D foram observados valores proximos de remogao
(63,1 +1,3,720+1,1e 71,1+ 0,8%, respectivamente), sendo que a amostra A a qual
foi obtido o menor valor de remocéo é a amostra com maior teor de carbono organico
total (155 + 3 mg L™). Cabe destacar que as aguas de producdo de petrdleo séo
caracterizadas por serem uma mistura complexa de compostos organicos e inorganicos,
dentre eles sais, 6leo dissolvido e disperso, metais, aditivos quimicos e ainda podem
conter agentes antimicrobianos adicionados na agua de reinjecdo (a qual é usada para
facilitar o escoamento do 6leo). Todos esses constituintes podem estar relacionados a
variacdo na remocédo de alguns metais em algumas amostras de aguas de producéo de

petréleo.®
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Para Ba, € possivel observar que os valores de remocdo encontrados para as
amostras foram de 49,0 + 1,6, 38,2 + 1,0, 23,3 £ 1,6 e 34,4 + 1,1%, respectivamente
para as amostras A, B, C e D. O valor de remocdo encontrado para a amostra A é similiar
ao valor encontrado para as solucdes sintéticas (50,6 + 1,7%).

Para os demais elementos, Ca, Mg e Sr, remocdes inferiores a 10% foram
encontradas para todas as amostras, concordando com as remogdes obtidas para as
solucBes sintéticas, exceto para Sr que nas solugdes sintéticas foi encontrado
14,7 + 1,0%.

5.2.8 Ensaios de biorremediacdo nas amostras de aguas de producdo de petrdleo
utilizando os micro-organismos isolados

Para avaliar o potencial de aplicacdo dos micro-organismos isolados das amostras
de aguas de producdo de petroleo, A Sb 1 e A Sb 3, na remocao de Ba, Ca, Fe, Mg e Sr,
as amostras A e C foram selecionadas devido a maior remogéo de Ba e Fe. Para isso, as
condicbes otimizadas anteriormente nas solucGes sintéticas para cada analito foram
aplicadas nos ensaios de biorremediacéo.

As amostras A e C foram centrifugadas e o sobrenadante foi separado e diluido
10 vezes. Similiar aos ensaios de biorremediacdo nas amostras de aguas de producao
utilizando B. subtilis, as amostras diluidas foram separadas em varias aliquotas para a
fortificacdo de cada analito. Foram adicionados 40, 500, 40, 500 e 140 mg L™ para
Ba, Ca, Fe, Mg e Sr, respectivamente.

Para a interagdo com 0s micro-organismos isolados A Sb 1 e A Sb 3, uma aliquota
de cada amostra fortificada foi adicionada em frascos de polipropileno, juntamente com
2 mL de células na condicdo de OD em 600 nm otimizada por cada planejamento
fatorial. Os frascos contendo a interacdo célula-amostra foram incubados em agitador
orbital e, ap6s a interacdo, as células foram separadas por centrifugacdo e o sobrenadante
foi separado para analise.

A biomassa de micro-organismos foi armazenada para posterior lavagem e
decomposicdo, com o objetivo de calcular o balan¢o de massa para cada metal.

Nas Tabela 21 e 22 sdo mostrados os valores de remocdo para todos os analitos
na amostra de agua de producao de petroleo A, utilizando os micro-organismos isolados
A Sb 1 e A Sb 3. Sdo mostrados, também, os valores em % dos analitos presentes nas
solucdes apos a etapa de lavagem e a decomposicao da biomassa. Os valores em % da

remocao e do sobrenadante foram calculados em fungéo da concentragdo inicial de cada
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analito, obtida a partir da solucédo controle, enquanto que os valores em % das etapas de

lavagens e de decomposicdo foram calculados em funcdo da concentracdo de cada

analito no sobrenadante.

Tabela 21. Valores, em %, de remocdo e balanco de massa apOs as interacdes do

micro-organismo isolado A Sb 1 com os respectivos analitos na amostra de

agua de producdo de petrdleo A (média + desvio padrdo, n = 3).

Analito Remogdo Sobrenadante Lavagem Decomposicdo Balanco de massa
Fe 75,3+2,2 246+19 55,0+2,1 22,3+0,7 102+2

Ca 0,72+ 0,01 99,1+3,1 2,89 + 0,58 0 102+2

Mg 0,76 + 0,08 98,9+2,7 1,96 + 0,04 0 101+1

Ba 32,0+19 68,2+1,9 409+1,0 0 109+ 3

Sr 4,84 +0,84 949+18 3,36 £ 0,89 0 98,3+24

Tabela 22. Valores, em %, de remocdo e balanco de massa apds as interagdes do

micro-organismo isolado A Sb 3 com os respectivos analitos na amostra de

agua de producéo de petréleo A (média + desvio padrdo, n = 3).

Analito Remocdo Sobrenadante Lavagem Decomposicdo Balango de massa
Fe 74,4+ 0,8 259+0,9 52,0+04 220+1,1 100+ 2
Ca 1,44 +0,45 98,5+ 2,7 4,69 £ 0,22 0 103+1
Mg 1,52 +0,22 98,4 +1,7 2,07 +£0,34 0 101+1
Ba 490+£1,3 51,1+172 57,1+£0,8 0 108 £ 3
Sr 7,13 £ 0,67 93,0+1,8 8,26 £ 0,75 0 101+2

Para melhor comparagdo, na Figura 17 é mostrada a remocédo de cada analito na

amostra de agua de producdo de petroleo A utilizando os valores de remocao

encontrados anteriormente para a interagdo com B. subtilis comercial, usado como

referéncia, e os valores de remocdo encontrados nesta etapa para 0S micro-organismos

isolados.
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I B. subtilis
I ASb1l
B ASb3

100
90 4
80

Remocéo, %

Fe Ca Mg Ba Sr

Fe e Mg: tempo de 9 min e OD de 1,08 abs
Ca, Bae Sr: tempo de 30 min e OD de 2,20 abs

Figura 17. Valores, em %, de remocao apos as interagdes do B. subtilis comercial e dos

micro-organismos isolados com os analitos na amostra de 4gua de producéo
de petroleo A.

Nas Tabela 23 e 24 sdo mostrados os valores de remocdo para todos os analitos
na amostra de 4gua de producdo de petrdleo C, utilizando os micro-organismos isolados
A Sb 1 e A Sb 3. S0 mostrados, também, os valores em % dos analitos presentes nas
solucdes ap6s a etapa de lavagem e a decomposicao da biomassa. Os valores em % da
remocdo e do sobrenadante foram calculados em funcéo da concentracdo inicial de cada
analito, obtida a partir da solugédo controle, enquanto que os valores em % das etapas de

lavagens e de decomposicdo foram calculados em funcéo da concentracdo de cada
analito no sobrenadante.

113



Tabela 23. Valores, em %, de remocdo e balanco de massa apds as interacdes do
micro-organismo isolado A Sb 1 com os respectivos analitos na amostra de
agua de producdo de petréleo C (média £ desvio padréo, n = 3).

Analito Remocdo Sobrenadante Lavagem Decomposicdo Balango de massa
Fe 924+14 7,39 £ 0,54 50,1+2,8 49,7+ 1,7 107 +£3

Ca 1,68 + 0,65 98,3+5,1 5,36 £ 0,64 0 104 +2

Mg 1,74 £ 0,32 98,3+2,6 1,26 £ 0,23 0 100+1

Ba 22,2+0,6 77,7£24 18,4+0,3 0 96,2+2,1

Sr 7,86 £ 0,65 92,1+24 2,88 £0,21 0 949+26

Tabela 24. Valores, em %, de remocdo e balango de massa apds as interagdes do
micro-organismo isolado A Sb 3 com os respectivos analitos na amostra de

agua de producéo de petréleo C (média * desvio padréo, n = 3).

Analito Remocdo Sobrenadante Lavagem Decomposicdo Balango de massa
Fe 91,0+11 8,99 + 0,32 491+11 46,1 £2,5 104 +2

Ca 234+043 97648 1,65+ 0,43 0 99,3+1,1

Mg 256+043 97,3+38 1,32 +£0,65 0 98,7+1,2

Ba 25,716 74,4 +40 17,7+0,9 0 92,0+2,1

Sr 8,13+0,76 919+24 2,78 £ 0,43 0 948+0,8

Para fins de comparacéo, na Figura 18 € mostrada a remog&o de cada analito na

amostra de agua de producdo de petroleo C utilizando os valores de remocao

encontrados anteriormente para a interacdo com B. subtilis comercial, usado como

referéncia, e os valores de remogéo encontrados nesta etapa para 0S micro-organismos

isolados.
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B. subtilis is
100 ASb1
A Sb 3

Fe Ca Mg Ba Sr

Fe e Mg: tempo de 9 min e OD de 1,08 abs
Ca,Bae Sr: tempo de 30 min e OD de 2,20 abs

Figura 18. Valores, em %, de remocdo apds as interacbes do B. subtilis e dos
micro-organismos isolados com os analitos na amostra de &gua de

producéo de petrdleo C.

E possivel observar pelas Tabela 21, 22, 23 e 24 e nas Figura 17 e 18 um
comportamento similar ocorrido com a utilizagdo do B. subtilis comercial e dos
micro-organismos isolados (A Sb 1 e A Sb 3) nos ensaios de remogdo nas amostras de
aguas de producdo. Para a amostra A, as remoc¢des de Fe foram prdximas a 75%
enguanto que para a amostra C foram cerca de 91%. Cabe destacar que o comportamento
dos micro-organismos, tanto B. subtilis comercial como os isolados, foi semelhante em
funcdo das diferencas caracteristicas das amostras (teor de carbono organico
extremamente diferente).

Para Ba na amostra A, é possivel observar uma variagdo no comportamento dos
micro-organismos isolados na remocéo do metal. O micro-organismo A Sb 3 reproduziu
os valores de remocdo encontrados quando utilizando B. subtilis comercial nos
processos de remocdo da amostra, cerca de 49%. Enquanto que com a utilizagcdo do
micro-organismos A Sb 1 foi obtido remogé&o inferior, cerca de 32%. Para Ba na amostra
C, os valores de remocdo encontrados foram similares para os trés micro-organismos

avaliados, aproximadamente 23% de remocao.
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Para os demais elementos, Ca, Mg e Sr, remocdes inferiores a 10% foram
encontradas para as amostras utilizando os trés micro-organismos avaliados neste
trabalho, embora seja possivel observar uma ligeira melhora nos valores de remogao
quando utilizado o micro-organismo A Sb 3 quando comparado ao micro-organismo
ASb1.

5.2.9 Ensaios de biorremediacdo em solugbes multielementares utilizando
B. subtilis comercial, ASb1e ASb 3

Para avaliar o potencial de aplicacdo dos micro-organismos na remocdo de Ba,
Ca, Fe, Mg e Sr na presenca de todos os elementos simultaneamente foram feitas
solucdes sintéticas e as amostras A e C fortificadas, contendo todos os analitos. Para o
preparo da solucdo sintética foi utilizado um meio pobre em nutrientes que continha
40, 500, 40, 500 e 140 mg L* de Ba, Ca, Fe, Mg e Sr. Para o preparo da amostra
fortificada, as amostras nomeadas A e C foram centrifugadas e o sobrenadante foi
separado e diluido 10 vezes. As amostras diluidas foram separadas em aliquotas
para a fortificacdo de todos os analito na mesma condicéo de concentracdo na solucéo
sintetica.

Os ensaios de biorremediacédo foram feitos aplicando as condi¢des otimizadas nos
planejamentos e, foram utilizados B. subtilis comercial, A Sb 1 e A Sb 3 para a remogao
dos analitos. Apos as interacdes, o sobrenadante foi separado para anélise, a biomassa
centrifugada foi lavada e ap6s foi decomposta para os calculos de balanco de massa.

Nas Tabela 25, 26 e 27 sdo mostrados os valores de remocao para todos os analitos
utilizando B. subtilis comercial e 0s micro-organismos isolados A Sb 1 e
A Sb 3, nas solucdes sintéticas multielementares. Sao mostrados também os valores em
% dos analitos presentes nas solucBes apos a etapa de lavagem e a decomposi¢do da
biomassa. Os valores em % da remocéo e do sobrenadante foram calculados em funcéo
da concentracao de cada analito, obtida da solugéo controle, enquanto que os valores em
% das etapas de lavagens e de decomposicdo foram calculados em funcdo da

concentragdo de cada analito no sobrenadante.
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Tabela 25. Valores, em %, de remocao e balanco de massa apds as interagdes do B. subtilis

comercial

com oS

analitos em

(média £ desvio padréo, n = 3).

solugéo

sintética

multielementar

Analito Remocdo Sobrenadante Lavagem Decomposicdo Balango de massa
Fe 88,9 + 3,7 114+1,2 66,0 + 1,54 152+1.2 926 +1,7

Ca 0,28 £0,01 99,7+3,1 2,65 + 0,58 0 102+4

Mg 4,66 £ 0,64 95,2+ 2,7 1,96 £ 0,04 0 97,2+24

Ba 16,17 £ 1,7 838+19 15710 0 995+1,2

Sr 4,16 £ 0,44 959+18 1,36 + 0,89 0 97,3+25

Tabela 26. Valores, em %, de remocdo e balanco de massa apos

as interagdes do

micro-organismo isolado A Sb 1 com os analitos em solucdo sintética

multielementar (média + desvio padrdo, n = 3).

Analito Remocdo Sobrenadante Lavagem Decomposicdo Balango de massa
Fe 80,4+1,3 19,6 £0,9 57,6 £0/4 253+1,1 103+3

Ca 6,78+0,35 932+24 13,9+0,21 0 107 £ 3

Mg 449+098 955+19 2,07+0,34 0 97,6+ 1,6

Ba 28,1+23 71,8+18 26,3+04 0 98,2+2,6

Sr 8,75+ 1,07 91,3+18 9,67 +£0,75 0 101+£2

Tabela 27. Valores, em %, de remocdo e balango de massa apds as interacdes do

micro-organismo isolado A Sb 3 com os analitos em solucdo sintética

multielementar (média + desvio padrdo, n = 3).

Analito Remocdo Sobrenadante Lavagem Decomposicdo Balango de massa
Fe 832+1,3 16,9+0,4 536 +0,9 316+1,8 102 £2

Ca 1,80+0,23 982+21 1,69 +0,17 0 99,9+2,1

Mg 712+142 929+1]1 2,22 +0,23 0 95,1+35

Ba 309+21 69,1+1,9 29,1+0,7 0 98,2+ 3,4

Sr 6,35+£045 93,7+18 8,29+0,73 0 102 £ 3
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Para melhor comparacdo dos valores de remoc¢do obtidos, na Figura 19 sdo
mostrados os valores de remog&o para todos os analitos utilizando B. subtilis comercial
e 0S micro-organismos isolados A Sb 1 e A Sb 3 nas solugdes sintéticas

multielementares.

I B. subtilis
1907 I ASb1

B ASb3

|

Remocéo, %

Fe Ca Mg Ba Sr

Fe e Mg: tempo de9 min e OD de 1,08 abs
Ca,Bae Sr: tempo de 30 min e OD de 2,20 abs

Figura 19. Valores, em %, de remocao apos as interacdes do B. subtilis comercial e dos
micro-organismos isolados com o0s analitos em solugBes sintéticas

multielementares.

Nas Tabela 28, 29 e 30 sdo mostrados os valores de remocao para todos os analitos
utilizando B. subtilis comercial e 0s micro-organismos isolados A Sb 1 e
A Sb 3, na amostra A com fortificacdo multielementar. Sdo mostrados também os
valores em % dos analitos presentes nas solucdes ap0s a etapa de lavagem e a
decomposicdo da biomassa. Os valores em % da remoc¢do e do sobrenadante foram
calculados em funcdo da concentracdo de cada analito, obtida da solucdo controle,
enquanto que os valores em % das etapas de lavagens e de decomposi¢do foram

calculados em fungéo da concentracdo de cada analito no sobrenadante.
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Tabela 28. Valores, em %, de remocao e balanco de massa apds as interacfes do B. subtilis
comercial com os analitos na amostra A com fortificagdo multielementar
(média £ desvio padréo, n = 3).

Analito Remocdo Sobrenadante  Lavagem Decomposi¢do Balanco de massa
Fe 91,8+2,0 8,2+0,3 52,0+04 220+11 105+2

Ca 2,20+0,12 97,8+ 1,7 3,21+£0,12 0 101+1

Mg 1,68 + 0,57 98,4+23 2,56 £0,23 0 101+£2

Ba 283+1,1 71,7+£21 26,2+ 1,7 0 97,8 £3,5

Sr 2,26 +£0,23 978+14 1,00 £ 0,89 0 98,7+2,2

Tabela 29. Valores, em %, de remocdo e balanco de massa apds as interagdes do
micro-organismo isolado A Sb 1 com os analitos na amostra A com fortificagéo

multielementar (média + desvio padrdo, n = 3).

Analito Remocdo Sobrenadante Lavagem Decomposicdo Balango de massa
Fe 89,2 £19 109+0,8 60,1+1,2 19614 90,6 +4,2

Ca 0,73+0,12  99,3+2,3 2,53+0,98 0 102+3

Mg 0,54 £0,33 994+272 2,87 £ 0,65 0 102+1

Ba 28,1+1,72 71,9+ 15 332+13 0 105+2

Sr 3,09 £ 0,47 96,9+1,1 511 +0,87 0 102+1

Tabela 30. Valores, em %, de remocdo e balanco de massa apds as interacdes do

micro-organismo isolado A Sb 3 com os analitos na amostra A com fortificacdo

multielementar (média + desvio padrdo, n = 3).

Analito Remocdo  Sobrenadante Lavagem Decomposicdo Balango de massa
Fe 77,3+3,.2 22,8+0,2 475+0,2 270+2,1 97,4+1,6

Ca 0,20 £0,15 99,8+21 3,23+£0,43 0 103 +2

Mg 0,38 +0,12 99,6 +1,1 6,37 £ 0,12 0 106 + 2

Ba 23,2+0,9 76,8+1,8 30,1+0,1 0 107 £ 3

Sr 4,12 £ 0,98 959+1,1 1,67 + 0,56 0 976 +2,1
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Para fins de comparacdo dos valores de remocdo obtidos, na Figura 20 sdo
mostrados os valores de remog&o para todos os analitos utilizando B. subtilis comercial
e 0s micro-organismos isolados A Sb 1 e A Sb 3 na amostra A com fortificacdo

multielementar.

B B. subtilis
[ ASb1
Bl ASb3

100

Remocao, %

Fe Ca Mg Ba Sr

Fe e Mg: tempo de 9 min e OD de 1,08 abs
Ca,Bae Sr: tempo de 30 min e OD de 2,20 abs

Figura 20. Valores, em %, de remocao apos as interacdes do B. subtilis comercial e dos
micro-organismos isolados com os analitos na amostra A com fortificacédo

multielementar.

Nas Tabela 31, 32 e 33 sdo mostrados os valores de remocao para todos os analitos
utilizando B. subtilis comercial e 0s micro-organismos isolados A Sb 1 e
A Sb 3, na amostra C com fortificagdo multielementar. Sdo mostrados também os
valores em % dos analitos presentes nas solugdes apds a etapa de lavagem e a
decomposicdo da biomassa. Os valores em % da remocgdo e do sobrenadante foram
calculados em funcdo da concentracdo de cada analito, obtida da solucdo controle,
enquanto que os valores em % das etapas de lavagens e de decomposi¢do foram

calculados em fungéo da concentracdo de cada analito no sobrenadante.
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Tabela 31. Valores, em %, de remocao e balanco de massa apds as interagfes do B. subtilis

comercial com os analitos na amostra C com fortificagdo multielementar

(média £ desvio padréo, n = 3).

Analito Remocdo Sobrenadante Lavagem Decomposicdo Balango de massa
Fe 81,5+ 3,3 185+ 0,6 46,2+1,2 353+19 100+ 4

Ca 1,58 + 0,87 98,4272 9,64 + 0,54 0 108 +1

Mg 1,24 £ 0,24 98,8+1,3 1,17+ 0,23 0 100+1

Ba 22,2+1,2 77,8+ 1,7 200+£1,8 0 97,8 £ 3,7

Sr 2,45+ 0,33 97614 2,03 £ 0,56 0 99,6 £25

Tabela 32. Valores, em %, de remocdo e balango de massa apds as interagdes do

micro-organismo isolado A Sb 1 com os analitos na amostra C com fortificagéo

multielementar (média + desvio padrdo, n = 3).

Analito Remocdo Sobrenadante Lavagem Decomposicdo Balango de massa
Fe 73,5+2,3 265+15 40,8 +£0,4 283+11 956+24

Ca 1,98+054 98,014 7,03 £ 0,65 0 105+ 2

Mg 1,87+0,43 98,1+1,2 2,89 £ 0,54 0 1012

Ba 20,2+0,42 79,8 £2,2 221+14 0 102+2

Sr 2,23 +0,43 97,8+1,6 3,26 £ 0,98 0 101+3

Tabela 33. Valores, em %, de remocdo e balango de massa apds as interacdes do

micro-organismo isolado A Sb 3 com os analitos na amostra C com fortificacdo

multielementar (média + desvio padrdo, n = 3).

Analito Remocdo Sobrenadante Lavagem Decomposicdo Balango de massa
Fe 655+1,8 345+19 36,5+ 0,4 285+21 995+2,.2

Ca 187+0,34 98,1+23 4,93 +0,15 0 103+ 3

Mg 156+0,34 984+1.2 6,7 £ 0,26 0 105+5

Ba 19,0+1,8 81,0+1,7 22,1+0,9 0 103 +3

Sr 2,13+£046 979+11 1,84 +0,86 0 99,7+£29

Para a comparacao dos valores de remogéo obtidos, na Figura 21 sdo mostrados

os valores de remogéo para todos os analitos utilizando B. subtilis comercial e o0s
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micro-organismos isolados A Sb 1 e A Sb 3 na amostra C com fortificacdo

multielementar.

B B. subtilis
100 - [ ASb1l
o Bl ASb3
70—_
60—_
S w0
z§« ggz, [ S
o T
g
3
2]
14
0 -
Fe Ca Mg Ba Sr

Fe e Mg: tempo de9min e OD de 1,08 abs
Ca,Bae Sr: tempo de 30 min e OD de 2,20 abs

Figura 21. Valores, em %, de remocdo apds as interagdes do B. subtilis comercial e dos
micro-organismos isolados com os analitos na amostra C com fortificagéo

multielementar.

E possivel observar pelas Tabela 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32 e 33 e pelas
Figura 19, 20 e 21 que as remogdes para Fe foram satisfatorias, todas acima de
77% para as amostras A, B e D. Para a amostra C, fortificada com todos os analitos, as
remocdes foram de 73,5 £ 2,3 e 65,5 + 1,8% utilizando os micro-organismos isolados
A Sb 1e A Sb 3, respectivamente. Em geral, para Fe, houve uma ligeira diminuicao do
valor de remocéo nas solugdes multielementares quando comparado com as solucdes
monoelementares, cujas remog¢des foram em torno de 90%, principalmente para a
amostra C.

Para Ba, tanto na solucdo sintética como na amostra A nas solugdes
multielementares, foi possivel observar um menor valor de remocéo, cerca de 25%,
quando comparado com as solu¢Bes monoelementares, que foi cerca de 50%. Ainda,

para a amostra A foi possivel observar uma variagdo no comportamento dos
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micro-organismos isolados na remocdo do metal. O micro-organismo B. subtilis
comercial teve uma remocéo inferior (aproximadamente 16%) quando comparado com
0s micro-organismos isolados (cerca de 29%). Para Ba na amostra C, os valores de
remocdo encontrados nas solugbes multielementares foram similares quando
comparados as solu¢des monoelementares para os trés micro-organismos avaliados, em
torno de 20% de remogao.

Ressalta-se que a ligeira diminui¢do na remocédo de Ba e Fe observada em amostras
de agua de producdo de petréleo pode ser explicada devido a presenca de diversos metais
na matriz que competem entre si e dificultam a entrada desses elementos nas células. Além
disso, a presenca de demais ions divalentes no meio satura 0s grupamentos aninicos
presentes intra e extracelularmente, causando um impedimento e diminuindo a remocéo
desses elementos.

Para os demais elementos, Ca, Mg e Sr, remocdes inferiores a 10% foram
encontradas para todas as solucdes e amostras utilizando os trés micro-organismos
avaliados neste trabalho. Embora, as remocdes obtidas para todos os analitos estudados
sejam consideradas adequadas para que o0 processo de biorremediacao seja utilizado de
forma complementar aos tratamentos convencionais das aguas de producdo
provenientes da extracao de petréleo.

B. subtilis comercial e 0os micro-organismos isolados, A Sb 1 e A Sb 3, também
identificados como B. subtilis, foram adequados para a remoc¢do dos elementos
avaliados o que corrobora com a literatura que destaca a capacidade deste género de
micro-organismos em adsorver ou absorver metais, inclusive metais toxicos.%6:678°
Em outro trabalho, Arivalagan et al.®® isolaram um micro-organismo de um solo
industrial, o qual foi identificado molecularmente por B. cereus. Os autores avaliaram a
biossor¢do de Cd pelo micro-organismo isolado e obtiveram remocgbes de Cd de
82% em pH 6 e temperatura de 35 °C, com concentragio inicial de Cd de 200 mg L.
Os autores concluiram que o B. cereus foi adequado para ser usado nos processos de
biorremediagéo para a remoc¢édo de Cd em solos industriais poluidos. Cabe destacar que
esse micro-organismo ¢ do mesmo género que 0s micro-organismos isolados deste
trabalho, entretanto ambos sdo de espécies diferentes, o que pode levar a caracteristicas
diferentes para cada micro-organsimo.

Elementos como Ca, Fe e Mg sdo considerados essenciais para 0S
micro-organismos, Sr é considerado como ndo essential e ndo toxico para 0s

micro-organismos, enquanto que Ba ndo é reportado.®* Isso levaria ao pensamento de
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obter altas remoc¢Oes para Ca, Fe e Mg, devido a esses elementos participarem das
fungdes essenciais dos micro-organismos. Entretanto, apenas para Fe foi obtido altas
remocdes, enquanto que para Ca e Mg foram obtidas remocdes baixas, inferiores a 10%.
Cabe destacar ainda que sdo escassos 0s trabalhos na literatura que exemplificam a
absorcdo ou adsorcédo desses analitos pelos micro-organismos.

Conclui-se que as remocgOes obtidas para todos os analitos estudados foram
adequadas para que o processo de biorremediacéo seja utilizado de forma complementar
aos tratamentos convencionais das aguas de producdo provenientes da extracdo de
petréleo. Em especial, de forma complementar aos tratamentos que utilizam colunas de
troca-ibnica, que possuem alto custo de aquisicdo devido ao alto valor das resinas de
troca-ibnica utilizadas e ao elevado custo de manutencdo, em vista dessas resinas
sofrerem saturacdo e ter a necessidade de um tratamento quimico para retirada desses
metais sorvidos. Salienta-se ainda que a utilizacdo de micro-organismos isolados das
amostras de aguas de producdo estudadas neste trabalho é uma alternativa relevante
devido esses micro-organismos estarem adaptados as condigfes de baixa
disponibilidade de nutrientes e altas concentracGes de metais. Cabe destacar que a
eficiéncia dos processos depende do tipo de amostra (composi¢do quimica) e dos metais
a serem removidos, tendo em vista que baixas eficiéncias de remocgdo foram obtidas
para alguns metais (Ca, Mg e Sr), enquanto que para outros resultados de remogéo
superior a 50% foram alcancados.

Com relacdo aos residuos, cabe destacar que nos processos de biorremediacdo ha
a geracdo da biomassa bacteriana contendo os metais que foram removidos das
amostras. Apds as remocdes, hd a necessidade que este residuo tenha um destino
adequado, de forma a ndo gerar impacto sobre o meio ambiente. Dessa maneira,
entende-se por destinacdo do residuo desde o seu descarte até o reaproveitamento do
mesmao.

Para o descarte do residuo de biomassa bacteriana é necessario que este esteja em
condicOes adequadas para o transporte, destinacdo final e em boas condic¢Ges sanitarias
para que ndo provoque contaminacgdo do solo ou das 4guas. Uma opcao usada para a
diminuicdo dos riscos de contaminacao é a incineracao, o que leva a uma diminuicao do
volume de residuo além da sua esterilizacdo, sendo que, apos a incineragéo, as cinzas
sdo descartadas em aterros especiais. Dentre as opcdes de descarte de residuos

encontram-se: o0 descarte em aterro sanitario e a disposi¢do maritima.

124



Uma outra alternativa para o residuo gerado nos processos de biorremediacao € o
seu aproveitamento na agricultura, onde a resolucdo do CONAMA n° 375 de 2006,
relata a utilizacdo de lodo de esgoto ou produtos derivados na agricultura, monitorando
algumas caracteristicas desse lodo como a concentracio de metais.®® Além disso, alguns
residuos microbioldgicos podem também ser agregados na construcao, transformando
esses residuos em matéria prima, porém o material devera apresentar caracteristicas que
sejam superiores as minimas exigidas pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT). Cabe destacar que caso o residuo de biomassa do presente trabalho fosse ser
reaproveitado na agricultura ou tivesse outra destinagdo, como em aterros ou maritma,
ndo acarretaria danos significativos ao ambiente tendo em vista que 0s metais

encontrados (e removidos das amostras) ndo apresentam elevada toxicidade.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho, buscou-se desenvolver método analitico adequado para o preparo
de amostra de aguas de producédo de petroleo para posterior determinacdo de metais e
apos, efetuar a remocdo de alguns metais utilizando processos de biorremediagéo.
Conforme pode ser observado abaixo, esta se¢ao foi subdividida em itens de acordo com

os resultados e conclusoes obtidas neste trabalho.

Métodos de preparo de amostras para posterior determinacdo de metais por
ICP-OES:

e O método proposto de MW-UV utilizando &cido diluido combinado com
H>0> foi adequado para a decomposic¢ao das dguas de producdo obtidas a
partir da extracdo de petréleo com caracteristicas variaveis para a posterior
determinacéo de Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Sr, V
e Zn.

e Uma alta eficiéncia de decomposicdo foi obtida utilizando 0,8 mol L™ de
HNO3z e 0,4 mL de H20: e, valores de TOC nas solucdes finais para todas
as amostras investigadas foram inferiores a 3,6, 8,5, 2,7 e 15,6 mg L%, para
as amostras A, B, C e D, respectivamente.

¢ Uma concordancia melhor que 94% dos resultados foi obtida para a maioria
dos analitos apds a MW-UV utilizando CRM com matriz semelhante.

e Para fins de comparacdo, as amostras de aguas de producdo de petréleo
foram submetidas a decomposicdo por MW-AD, entretanto foram
observados residuos nas solugdes finais, evidenciando a ndo total
decomposicdo das amostras, impossibilitando a posterior determinagdo de
metais.

e Todas as amostras de aguas de producdo de petroleo avaliadas foram
completamente decompostas (TOC em solucgéo foi reduzido em 98, 80, 78
e 48%, para as amostras A, B, C e D, respectivamente, em comparag¢do com
o carbono organico total presente nas amostras originais) e, a acidez residual
nas solucdes finais foi inferior a 0,41 mol L, tornando possivel a posterior

determinacédo de metais.
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e O uso de Sc como padréo interno foi adequado para a determinacdo dos
elementos por ICP-OES para todas as amostras de aguas de producéo
provenientes da extracdo de petroleo.

e Com base em suas vantagens particulares, a MW-UV pode ser usada como
um método de tratamento de aguas de producéo de petroleo para a posterior
determinacdo de metais. Este meétodo minimiza o uso de &cidos
concentrados, consequentemente reduzindo a geracdo de residuos e

consumo de reagentes.

Estudos com 0s micro-organismos:

e Dois micro-organismos presentes naturalmente nas amostras de &guas de
producdo foram isolados, A Sb 1 e A Sb 3, adaptados as condicdes de baixa
disponibilidade de nutrientes e tolerantes a concentrac@es crescentes de Ba,
Ca, Fe e Mg. Também foi possivel isolar uma levedura, no entanto, esta ndo
foi investigada neste trabalho.

e Através da construcdo de uma arvore filogenética, foi possivel sugerir que
0S micro-organismos isolados sdo pertencentes ao género e espécie
B. subtilis, o que foi concordante com o uso do B. subtilis comercial
ATCC 6633 usado como referéncia nos ensaios de biorremediacao.

e Os processos de biorremediacdo em amostras de &guas de producdo de
petréleo foram adequados para a remoc¢do de Ba, Ca, Fe, Mg e Sr, onde
foram obtidos altos valores de remocdo para Ba e Fe, 50 e 90%,
respectivamente, nas solugdes sintéticas. Enquanto que para Ca e Mg, foram
obtidas remoc0es inferiores a 10% e para Sr foi obtido cerca de 14% de
remocéo.

e Ha a necessidade de estudos complementares na etapa de lavagem da
biomassa bacteriana feita para fins de caculos de balan¢o de massa, a fim de
verificar a integridade das paredes celulares. Estudos devem ser feitos
utilizando MEV para obter imagens mais precisas e garantir, com maior
confiabilidade, se o uso de acido nitrico diluido (2 e 10%) e &gua morna nédo

rompem as paredes celulares.
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¢ O comportamento dos micro-organismos, tanto B. subtilis como os isolados,
foi semelhante em funcéo das diferencas caracteristicas das amostras (teor
de carbono organico extremamente diferente).

¢ No geral, ndo houve grandes diferencas nos valores de remocao encontrados
para Fe e Ba nas solugbes multielementares, resultando em adequadas

remocdes mesmo na presenca de todos os analitos.

As remoc0es obtidas para todos os analitos estudados, principalmente para Ba
e Fe, foram adequadas para que o processo de biorremediagéo seja utilizado de
forma complementar aos tratamentos convencionais das aguas de producgédo
provenientes da extracao de petréleo.

Além disso, uma grande vantagem é a aplicabilidade do processo de

biorremediacéo utilizando condic¢des similares para todos os elementos.
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